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RÉSUMÉ
ÉTUDE DE LA STABILITÉ MÉCANIQUE DU CD44 ET DES FLUCTUATIONS 
MEMBRANAIRES DE GLIOBLASTOMES DANS UN CONTEXTE D’ADHÉSION, 
DE CONTRACTION ET DE MOTILITÉ CELLULAIRE
Charles-Antoine Lamontagne-C.
Département de pharmacologie
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
science de la santé, Université de Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Le potentiel de motilité des cellules de l’organisme est d’une importance capitale 
pour plusieurs processus assurant son homéostasie. Toutefois, une perte de contrôle dans cette 
habilité peut entraîner des conséquences dramatiques, comme cela est observé chez les cellules 
malignes de différents cancers. Les glioblastomes démontrent une capacité d’invasion 
phénoménale qui explique en grande partie le faible pronostic associé à ces cancers du système 
nerveux central. Deux éléments, sur lesquels reposent cette particularité, ont attiré notre 
attention, soit l’interaction entre le récepteur d’adhésion CD44 et l’acide hyaluronique ainsi que 
les phénomènes de contraction du corps cellulaire. L’acide hyaluronique est un très grand 
polysaccharide fortement présent dans le cerveau et dont les tumeurs ont la propension d’en 
enrichir leur environnement. Parallèlement, son principal récepteur membranaire, le CD44, est 
surexprimé dans nombres de cancers et contribuerait de manière importante à l’invasion des 
glioblastomes. L’implication mécanique du CD44 dans le déplacement cellulaire, bien que 
suggéré par plusieurs études, doit toutefois être encore confirmée. La matrice extra-cellulaire de 
l’encéphale présente très peu d’espaces à travers lesquels les cellules malignes peuvent 
s’immiscer. Ces cellules doivent donc se déformer afin de pouvoir s’introduire dans des 
interstices souvent inférieurs au diamètre du corps cellulaire. Il a été démontré, que pour ce 
faire, le corps cellulaire est compressé par l’action de l’acto-myosine d’une manière dépendante 
de RocK. Nous avons voulu évaluer si la stabilité mécanique du couple HA/CD44 était capable 
d’assurer la transmission de forces de traction et s’il était possible d’observer, avec une haute 
résolution, les mouvements de contraction du corps cellulaire. Pour ce faire, nous avons 
employé des techniques innovatrices dérivées des nanosciences afin de sonder ces événements 
sur des cellules de glioblastomes en culture. Les résultats obtenus révèlent que le CD44 
présente effectivement plusieurs caractéristiques similaires aux intégrâtes telles qu’une affinité 
pour son ligand qui est dépendante de son association au cytosquelette d’actine, un 
renforcement potentiel de son ancrage au réseau d’actine ainsi qu’une distribution déterminée à 
la surface de la cellule. Les expériences visant à investiguer les processus de contraction des 
glioblastomes ont permis l’observation de mouvements oscillatoires de quelques nanomètres 
seulement sur leur surface dorsale. Ces fluctuations sont attribuables à l’action de l’acto- 
myosine et nécessite la présence fonctionnelle de RocK. De plus, une analyse fféquentielle a 
démontré une périodicité similaire aux cycles de protrusion et de rétraction qui avaient été 
observés sur le lamellipode de fibroblastes. Cette thèse présente en détail ces observations et 
décrit leurs implications en physiologie cellulaire.
Mots clefs : CD44, acide hyaluronique, fluctuations membranaires, myosine, microscopie à 
force atomique
« I know a man who grabbed a cat by the tail 
and learned 40 per cent more about the cat 
than a man who didn ’t. »
Mark Twain
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INTRODUCTION
I. L’IMPORTANCE DE LA MOTILITÉ CELLULAIRE
La motilité se différencie de la mobilité par l’origine des forces de mouvement. Si la 
mobilité ne peut survenir que par la seule action de l’environnement (ex. les mouvements 
Browniens), la motilité sera majoritairement initiée par l’objet lui-même, et non 
entièrement commandée par les forces de déplacement du milieu dans lequel il se trouve. 
Au niveau de l’organisme, ces concepts opposent donc les mouvements aléatoires des 
cellules en suspension à leurs mouvements déterminés dans la matrice extra-cellulaire 
(MEC). La motilité cellulaire joue un rôle important dans une grande variété de 
phénomènes physiologiques. Au tout début de la vie, lors de l’embryogenèse, la motilité 
cellulaire sera un élément clé de la morphogenèse et de la formation des organes. Ces 
mouvements se font avec une grande précision et engagent parfois le déplacement concerté 
de plusieurs cellules (KELLER, 2005). L’importance de la motilité cellulaire dans le 
maintien de l’organisation physiologique persistera tout au long de la vie. Ces mouvements, 
impliquant parfois différents types cellulaires, sont observables lors des événements qui 
surviennent suite à une lésion tissulaire (DIEGELMANN et EVANS, 2004). Les cellules de 
la zone endommagée attireront macrophages et neutrophiles par une série de processus 
biochimiques. Ceux-ci se rendront au site endommagé pour éliminer les éléments 
pathogènes éventuellement présents. L’inflammation qui en résultera, contribuera à rendre 
la MEC plus permissive à la migration cellulaire et facilitera le déplacement des 
kératinocytes pour remplacer les cellules détruites. Profitant de ces modifications, les 
fibroblastes se déploieront aussi pour contracter la plaie et régénérer la MEC détériorée. 
Finalement, l’inflammation stimulera également les cellules endothéliales chargées de 
reconstituer un réseau vasculaire.
Malheureusement, lorsqu’elle est déréglée, la motilité peut aussi devenir un 
déterminant important de plusieurs conditions pathologiques. Ainsi, le caractère invasif de 
certains cancers favorise leur développement et diminue considérablement les chances de
2survie du patient (MAREEL et LEROY, 2003). La dissémination des cellules malignes 
dans l’organisme diminue en effet la possibilité d’une résection chirurgicale efficace. 
Inversement, il peut être souhaitable de favoriser la motilité, comme par exemple lors d’une 
lésion du système nerveux central (SNC). Le rétablissement du réseau neuronal peut alors 
être compromis par un encombrement des cellules gliales, empêchant la croissance et 
l’excursion des cônes de croissance (YIU et HE, 2006).
L’importance de la motilité dans l’homéostasie de l’organisme est un phénomène 
est très complexe car il fait intervenir un nombre impressionnant de molécules et de voies 
de signalisation qui se doivent de demeurer en parfaite coordination spatio-temporelle. La 
motilité implique la production de forces permettant le déplacement actif de la cellule et 
son interaction dynamique avec son environnement mécanique. La majeure partie des 
molécules qui sont impliquées dans la formation et la régulation des structures nécessaires à 
la motilité sont, à ce jour, largement identifiées, mais la résultante biomécanique de leur 
régulation reste difficile à définir. La caractérisation à l’échelle sub-cellulaire des forces qui 
définissent les interactions entre la cellule et son environnement ouvrira une toute nouvelle 
fenêtre d’investigation sur les mécanismes de motilité cellulaire.
2. LES DIFFÉRENTS MODES DE MIGRATION CELLULAIRE
La motilité cellulaire est un processus qui repose fondamentalement sur la 
dynamique des structures morphologiques qui lui sont associées. Certains eucaryotes 
primitifs se déplacent par le mouvement de cils à leur surface. Ces fines extensions 
contiennent un filament de tubuline et un moteur moléculaire associé, la dynéine. La 
propulsion de ces organismes est assurée par une régulation spatio-temporelle de l’activité 
de la dynéine le long du filament afin d’induire une contraction asymétrique de la structure 
et un mouvement d’ensemble favorable au déplacement dans un environnement liquide 
(WALCZAK et NELSON, 1994). Chez les eucaryotes supérieurs, on voit apparaître un 
mouvement dit amiboïde. Le mécanisme à l’origine de ce mode de déplacement repose sur 
la dynamique du cytosquelette; structurée et gélatineuse à proximité de la membrane 
plasmique (ectoplasme), le cytosol au centre de la cellule demeurera liquide et fluide
3(endoplasme). La polymérisation du cytosquelette n’étant pas permise au front de 
migration, la membrane située en avant sera poussée par une pression hydrostatique, un peu 
à la manière d’un ballon. La contraction de l’ectoplasme permettra alors la formation d’une 
excroissance frontale; le pseudopode (TAYLOR et CONDEELIS, 1979).
Chez les eucaryotes supérieurs ce mode de locomotion est observé pour plusieurs 
types cellulaires tels que les lymphocytes, les neutrophiles, les cellules dendritiques, et 
également pour plusieurs types de cancers (lymphomes, carcinomes pulmonaires et cancers 
de la prostate, etc.) (FRIEDL et WOLF, 2003b). Ces cellules ont une forme arrondie, 
montrent une très faible adhérence et une incapacité à remodeler significativement la MEC 
(fig. 1A). Paradoxalement, ce mode de propulsion permet une vélocité remarquable dans 
des matrices tridimensionnelles (3-D) de l’ordre de 1 à 20 p.m/min (FRIEDL et a l, 1998). 
Par opposition, la motilité de type mésenchymateuse, fait un usage plus intensif de la 
protéolyse ainsi que de l’adhésion à la MEC (FRIEDL et WOLF, 2003b). La tension 
maintenue sur les sites d’adhésion a pour résultante de donner une forme plus allongée, 
comparativement aux cellules de type amiboïde (fig.lA). Ce mode de déplacement est 
utilisé par les fibroblastes et les cellules du muscle lisse mais aussi, pour ne citer que 
quelques exemples, par les fibrosarcomes (WOLF et a l,  2003), les glioblastomes 
(CHICOINE et SILBERGELD, 1995; PAULUS et al., 1996; BEADLE et a l, 2008) et les 
épithéliales cancéreuses différenciées (POLETTE et al., 1998; TESTER et al., 2000). Cette 
manière de se mouvoir se définit par un processus cyclique en cinq étapes (FRIEDL et 
WOLF, 2003b): 1) la formation d’une protrusion par un mécanisme basé sur la 
polymérisation de l’actine au front de migration; 2) l’adhérence sur la surface de cellules 
voisines ou encore à différents composants de la MEC; 3) la sécrétion ou le recrutement de 
protéases aux sites d’adhésion afin de dégrader et de remodeler la MEC; 4) l’application 
d ’une force de traction sur les adhésions par une contraction intracellulaire; 5) le 
désassemblage des adhésions à l’arrière de la cellule permettant un mouvement cellulaire 
net. Les forces de traction imposées sur les adhésions permet à la cellule de se tirer vers 
l’avant (LAUFFENBURGER et HORWITZ, 1996), mais également de déplacer les 
structures de la MEC (MESHEL et al., 2005). Conjointement à l’action des protéases, ce 
processus peut s’observer par l’apparition de déformations tubulaires dans le sillon des
4cellules migrant au travers de matrices 3-D (FRIEDL et a l,  1997; FRIEDL et WOLF, 
2003a; WOLF et al., 2003). Dans ces conditions expérimentales, la vitesse de migration des 
fibroblastes est près de dix fois inférieure à celle de kératinocytes (FRIEDL et WOLF, 
2003b). Cependant, comme la nature ne se complexifie pas inutilement, le mode de 
locomotion mésenchymateux permet des gains de fonction qui sont très probablement 
avantageux dans une MEC peu permissive à la migration (BEADLE et al., 2008).
Finalement, les modes de migration collectives (fig. 1A) présentent des similitudes 
avec certains phénomènes observable dans l’embryogenèse (KLINOWSKA et a l, 1999; 
SIMIAN et a l, 2001) ou l’angiogénèse (HIRAOKA et al., 1998; COLLEN et a l,  2003). 
Par le déplacement d’agrégats ou encore de feuillets multicellulaires, les cellules utilisant 
ce mode de locomotion font un usage intensif de la cohésion intercellulaire mais également 
de l’adhésion à la MEC (KLINOWSKA et al., 1999; HEGERFELDT et a l, 2002) et du 
remodelage protéolytique de la MEC (NABESHIMA et a l, 2000). Ces mouvements 
collectifs représentent un mécanisme de pénétration particulièrement efficace et ces cellules 
montrent une forte aptitude à la dissémination métastatique (PAGE et al., 1987; SEFTOR 
et a l, 2002). La migration collective est caractéristique des myoblastes et des cellules 
malignes d’origine épithéliale telles que les mélanomes et les carcinomes du sein et des 
ovaires (FRIEDL et WOLF, 2003b).
Cette classification permet de délimiter certaines caractéristiques générales 
associées aux modes de migration cellulaire. Il faut, cependant, noter que les cellules 
peuvent présenter différents traits propres à chacun de ces modes. De manière intéressante, 
les évidences démontrant l’importance des processus d’adhésion et de protéolyse de la 
MEC, dans la progression des cancers, ont amené l’élaboration de procédés thérapeutiques 
ciblant ces processus mais sans rencontrer de succès cliniques (FRIEDL et WOLF, 2003b). 
Cette déconvenue trouverait donc son explication par la capacité des cellules cancéreuses à 
transiter d’un mode de migration à un autre, tout particulièrement de mésenchymateux vers 
un mode amiboïde (WOLF et a l, 2003). Ainsi, il est de toute première importance de 
considérer le mode de migration d’un type cellulaire afin de déterminer avec fidélité 
l’implication de certains processus biochimiques dans un phénotype migratoire spécifique.
5) ■ >
Stratégies de migration
Amiboïde
Mésenchymateuse
En feuillet multicellulaire ,
Figure 1: Les différents modes de motilité cellulaire. A) Regroupement 
schématique des 4 grands modes de migration selon l’aptitude à adhérer et à remodeler la 
MEC. (Adaptation tirée de (FRIEDL et WOLF, 2003b).) B) Micrographies en contraste de 
phase d’un fibroblaste en culture 2-D. Les replis membranaires du front de migration sont 
pointés par les flèches. C) Image d’un kératinocyte prise dans les mêmes conditions qu’en 
B). (Les micrographies en B et C sont tirées d’un film en contrat de phase(KARDAR, 
2005).
La grande partie des connaissances actuelles des processus de motilité cellulaire 
proviennent d’observations réalisées sur des cultures bidimensionnelles (2-D). Ces 
conditions artificielles peuvent avoir un impact considérable sur la morphologie cellulaire 
et les mécanismes de motilité associés (CUKIERMAN et al., 2001; BENINGO et al., 
2004). Ainsi, par exemple, les glioblastomes se déplacent par un mécanisme indépendant
6de la contraction sur des surfaces 2-D alors qu’ils sont incapables de se déplacer dans des 
substrats organotypiques en 3-D sans faire usage de la contraction (BEADLE et a l, 2008). 
Toutefois, la culture cellulaire sur des surfaces planes, telles que les plats de Pétri ou les 
lamelles de verre, facilite la manipulation des cellules et permet un grand nombre 
d’expérimentations qu’il ne serait pas possibles de réaliser autrement. Il est donc important 
de considérer ce phénomène lorsque nous tentons de transposer les informations recueillies 
à l’aide de ces modèles expérimentaux aux processus réels s’exprimant dans un contexte 
plus physiologique.
La grande majorité des cellules motiles, lorsqu’elles sont cultivées sur des surfaces 
planes, adoptent une forme étalée et on constate la présence d’une large prédominance 
antérieure, la lamelle (fig. 1B et C). Cette protrusion en forme d’éventail, est peu épaisse 
(0.2-0.3 pm) et peut s’étendre sur plusieurs micromètres (SMALL et al., 2002). À 
l’extrémité de celle-ci, se trouve le lamellipode. Cette région initie l’avancement de la 
cellule afin de coloniser le milieu et y adhérer (PANTALONI et al., 2001; SMALL et a l, 
2002; MOGILNER, 2006), un processus qui peut être facilité par l’extension de filopodes 
(SMALL et al., 2002). Dépendemment du type cellulaire, l’importance de l’adhésion et de 
la contraction se reflète sur la morphologie des cellules en culture 2-D. Ainsi, chez les 
cellules fortement adhérentes, telles que les fibroblastes, la section postérieure de la cellule 
peut prendre une forme alongée en conséquence de la résistance des adhésions focales (FA) 
qui s’opposent à la progression des portions plus antérieures (fig. 1B). Cette section, 
limitative pour la motilité, pourra alors être rammené vers l’avant par une contraction qui 
facilitera également la rupture de l’adhésion au substrat. Les complexes d’adhésion (CA) 
sont des structures adhésives qui sont retrouvées au front de migration. Étant plus 
dynamiques que les FA, elles seront moins restrictives au déplacement cellulaire. Ainsi, les 
kératinocytes ne faisant qu’un usage restreint des FA, pourront glisser à grande vitesse sur 
une surface sans y être retenus. Ces cellules présentent une grande quantité de CA mais leur 
capacité à s’assembler et à se désassembler rapidement permet aux kératinocytes 
d’atteindre un équilibre favorable entre adhésion et vitesse de protrusion (COX et 
HUTTENLOCHER, 1998). L’aspect potentiellement limitatif des adhésions est reflété par 
la perte significative de matériel à l’arrière de la cellule (REGEN et FIORWITZ, 1992). La
7rupture de la membrane se produira si la force de contraction appliquée sur les adhésions 
postérieures ne s’harmonise pas avec la cinétique de leur désassemblage. De plus, comme il 
est observable sur le fibroblaste de la figure 1B, une contraction trop importante par 
rapport à l’adhérence du lamellipode a pour conséquence de soulever le front de migration 
et de l’entraîner en arrière, vers la lamelle (BORM et a l, 2005; SMALL et RESCH, 2005). 
La hauteur importante de ces replis membranaires occasionne alors une diffraction de la 
lumière qui les fait apparaître clairement en microscopie de contraste de phase.
La motilité, dans son ensemble, mais principalement de type mésenchymateux 
puisque fortement adhérente, repose sur des forces générées par la polymérisation et la 
contraction du cytosquelette. Ces forces doivent donc impérativement s’orchestrer de 
manière cohérente avec les adhésions à la MEC afin d’atteindre un équilibre avantageant la 
motilité de la cellule.
3. LE CYTOSQUELETTE
Le cytosquelette de la cellule est composé de filaments dont l’assemblage forme 
une architecture qui, en conjonction avec la tension développée sur les sites d’adhésion, 
détermine la morphologie cellulaire (PARSONS et a l, 2010; MARUTHAMUTHU et a l, 
2011). Il existe trois types de filaments soit, les micro-filaments d'actine, les microtubules 
(MT) et les filaments intermédiaires (FI). Leur agencement spatial ainsi qu’une illustration 
de leur structure sont présentés en figure 2. Les MT plasmatiques sont similaires aux 
constituants des flagelles et des cils. Ils interviennent dans des fonctions variées telles que 
le transport de complexes moléculaires et d’organites cellulaires, le positionnement du 
noyau et du fuseau mitotique ainsi que la répartition adéquate des chromosomes durant 
l’anaphase (VALIRON et a l, 2001). Ces phénomènes font intervenir la dynéine et la 
kinésine, moteurs moléculaires associés aux MT. Ces filaments sont aussi des éléments 
directeurs de la dynamique d’assemblage des adhésions (KAVERINA et a l, 1998; 
BALLESTREM et a l, 2000). Leur fonction organisationnelle s’observe clairement par la 
dissolution des complexes protéiques formant les FA qui est initiée par un contact physique 
des MT avec ces sites d’adhésion (KAVERINA et a l, 1999). De plus, la désorganisation
8des MT résulte en une perte de polarité cellulaire ainsi qu’en une augmentation importante 
de la contraction et de l’adhésion (DANOWSKI, 1989). Certains traitements contre les 
cancers illustrent bien l’importance de la dynamique des MT dans le caractère prolifératif et 
invasif des tumeurs malignes. Le paclitaxel, la vincristine et la vinblastine sont des agents 
chimiothérapentiques utilisés pour leur capacité à interférer avec la dynamique des MT et 
donc dans la division et la motilité cellulaire (ROBERT, 2007).
MT Filaments intermédaires Actine
Figure 2: Les structures du cytosquelette de la cellule. Les images du haut sont 
obtenues par microscopie de fluorescence d’un fibroblaste (HERGOZ et al., 1994). Les 
microtubuîes (MT), en bleu ont été marqués par un anticorps anti-tubuline. Un anticorps 
anti-vimentine a permis la visualisation des filaments intermédiaires en vert. Le marquage 
de structures d’actine, en rouge, a été obtenu par la phaloïdine. Une schématisation ainsi 
qu’une micrographie électronique de la structure de ces filaments est présentée, 
respectivement, en dessous de chacune des images de fluorescence (Adaptation de 
(METZLER et al., 2003).)
9Les filaments intermédiaires (vimentine, kératine, lamine, etc.) sont mécaniquement 
très stables et participent à la structure cellulaire ainsi qu’à l’immobilisation des organites 
(HERRMANN et al., 2007). Ces filaments solidifient les adhérences cellule-MEC 
(hémidesmosomes) (ZHANG et LABOUESSE, 2010) et cellule-cellule (desmosomes) 
(HUBER, 2003). De plus, ils ont un rôle déterminant dans la mise en relation du réseau 
d’actine avec celui des MT (CHANG et GOLDMAN, 2004).
L’actine filamenteuse, ou F-actine, joue un rôle primordial dans la morphologie, 
l’adhésion et la motilité de la cellule ainsi que dans le transport intracellulaire. Les 
filaments d’actine peuvent s’assembler pour former des structures importantes (fig. 2 et 3). 
Au front de migration, on observe la présence d’un filet de F-actine aux mailles denses et 
enchevêtrés dont la polymérisation unidirectionnelle pousse la membrane vers l’avant, un 
peu comme un tissage fin qui se défait et se refait inlassablement (PANTALONI et al., 
2001; SMALL et al., 2002; GARDEL et al., 2010) . Les filaments d ’actine ont une 
extrémité (+) où la G-actine se fixe rapidement et une extrémité (-) qui est plus sensible à la 
dépolymérisation. En orientant les extrémités (+) vers l’avant (SMALL et a i,  1978), l’ajout 
de monomères d’actine sur un nombre important de filaments se traduit par une action 
mécanique significative (MOGILNER, 2006; PRASS et al., 2006). Ce phénomène serait 
facilité par l’exocytose de protéases à l’apex du lamellipode en permettant de diminuer, à la 
fois, la tension membranaire et la résistance de la MEC afin faciliter la déformation de la 
membrane vers l’avant (SHEETZ et DAI, 1996).
Les CA, formés à l’avant de la cellule, sont relativement stables par rapport au 
substrat et sont donc progressivement délocalisés vers l’arrière de la cellule. Durant ce 
processus ils subissent une maturation les reliant à des fibres de stress, véritables câbles 
motorisés reliant les FA sur la face ventrale de la cellule (FRIEDL et WOLF, 2003b; 
VICENTE-MANZANARES et al., 2009; GARDEL et a l,  2010; PARSONS et al., 2010). 
L’association de la myosine, insérée entre les filaments d’actine qui composent ces 
structures, permet de développer la tension qui contribue à la régulation de l’adhérence 
ainsi qu’au déplacement du corps cellulaire. Cette association est également présente dans 
les fins filaments d’actine situés sous la membrane de la face dorsale de la cellule ainsi que
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dans l’ectoplasme des cellules de type amiboïde (TAYLOR et CONDEELIS, 1979; 
FRIEDL et WOLF, 2003b), structures aussi référencées sous le terme d’actine corticale.
Chez les cellules motiles, une large variété de matériel circule du lamellipode vers 
la région péri-nucléaire (CRAMER, 1997; VICENTE-MANZANARES et a l, 2009; 
GARDEL et al., 2010). Le flot rétrograde d’actine, lorsqu’il est situé dans le lamellipode, 
est indépendant de la contraction, alors que celui qui persiste vers la région péri-nucléaire 
nécessite l’action de l’acto-myosine. La raison d’être de ce flot rétrograde est encore mal 
définie, mais il est suggéré que son couplage aux sites d’adhésions, par une sorte 
d’embrayage moléculaire, pourrait fournir un moyen de réguler le couplage des forces de 
traction à ces sites. Cela expliquerait la relation inverse observée entre la vélocité de la 
cellule et la vitesse de ce flot rétrograde (JAY, 2000; JURADO et al., 2005; FOURNIER et 
al., 2010). Une plus grande association entre l’actine et les adhésions, diminuerait la vitesse 
de ce flot et favoriserait la déformation de la membrane induite par la polymérisation de 
l’actine, augmentant ainsi l’avancement du lamellipode.
Dans la réalité, les filaments qui composent le cytosquelette travaille de concert et 
leurs actions ne peuvent être complètement isolées ou dissociées les unes des autres. Les 
micro-filaments ont toutefois ceci de particulier, ils peuvent permettre la génération de 
forces de travail utiles à la motilité cellulaire.
3.1 LA RÉGULATION DU CYTOSQUELETTE D’ACTINE
Les différentes structures formées par les filaments d’actine sont d’énormes 
échafaudages moléculaires dont les caractéristiques d’ensemble sont hautement régulées 
dans le temps et l’espace. Une quantité impressionnante de protéines influence cette 
dynamique. Néanmoins, Rho, Racl et Cdc42, trois petites protéines de la famille des Rho- 
GTPases, sont essentiellement reconnues pour contrôler l’organisation spatiale des 
structures d’actine dans la cellule (HALL, 1998; NOBES et HALL, 1999; KAVERINA et 
al., 2002; ASPENSTROM et al., 2004; RAFTOPOULOU et HALL, 2004). L’activation 
spatialement définie de ces protéines ainsi que la localisation spécifique de leurs effecteurs
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contribuent à leur spécificité d’action sur le cytosquelette (SMALL et a l, 2002; 
ELLENBROEK et COLLARD, 2007). Actives lorsqu’elles lient le GTP et inactives 
lorsque liées au GDP, ses états sont contrôlés principalement par trois modulateurs de leur 
association au GTP (DEL POZO et a l, 2002; ELLENBROEK et COLLARD, 2007). Les 
protéines activatrices des GTPases (GAP) permettent d’augmenter la cinétique d’hydrolyse 
du GTP et provoquent donc l’inactivation des Rho-GTPases. Inversement, les facteurs 
d’échange de guanosine (GEF) activent les petites GTPases en favorisant l’échange du 
GDP pour du GTP. Finalement, les inhibiteurs de dissociation de nucléotides guanyliques 
(GDI) inhibent l’activation des Rho-GTPases en les empêchant de se lier à la membrane 
ainsi qu’à leurs effecteurs. Les actions de ces trois Rho-GTPases sur les structures d’actine 
et sur les adhésions sont illustrées en figure 3. Cdc42 est principalement reconnu pour son 
rôle dans la formation des filopodes (FAIX et ROTTNER, 2006) et sa contribution dans la 
détermination de la polarité morphologique de le cellule (YANG et a l, 2006). Racl est 
surtout associé à la dynamique du réseau d’actine présent dans le lamellipode ainsi qu’à 
l’initiation des CA au front de migration (GUO et a l , 2006). Il est intéressant de noter que 
ces adhésions, par une boucle de rétro-contrôle positif, augmentent à leur tour l’activité de 
Rac-1 et favorisent le maintien du lamellipode (WOO et GOMEZ, 2006). Finalement, Rho 
est un régulateur décisif de la formation des fibres de stress et de la maturation des CA en 
FA (HALL, 1998; WOO et GOMEZ, 2006; HEASMAN et RIDLEY, 2008; KATOH et a l, 
2011). En activant une kinase des phosphatidylinositoles (PI3K), Rho et Racl augmentent 
le niveau de PIP2 et modifient la composition lipidique de la membrane influençant ainsi la 
localisation et l’activation de plusieurs protéines impliquées dans le remodelage de l’actine 
(TOLIAS et a l, 1995; ASPENSTROM et a l,  2004). Par l’activition de sa kinase effectrice 
(RocK), Rho est également un élément clé de la régulation de la contraction cellulaire 
(CHRZANOWSKA-WODNICKA et BURRIDGE, 1996; KATOH et a l, 2011).
Une cellule motile forme des adhésions au substrat. Lors de la progression de la 
cellules, celles-ci resteront relativement immobiles et, de par le déplacement de la cellule, 
elles seront donc transposées vers l’arrière. Ce faisant la structure et la composition de ces 
sites seront modifiées par un processus de maturation. Pour ne pas retenir la cellule, ces 
adhésions devront ensuite se désassembler efficacement. L’importance de l’équilibre entre
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la cinétique des adhésions, l’orchestration de la contraction et la vitesse de la cellule est 
illustrée par la réponse cellulaire suite à Pactivation pharmacologique des PKC par des 
phorbols d’acétate. Ces analogues du diacylglycérol (DAG), un activateur physiologique 
des protéines kinases C (PKC), sont reconnus pour promouvoir l’invasion tumorale. 
L’augmentation de la motilité qui en résulte est associée à un désassemblage des fibres de 
stress et des FA qui s’y rattachent. Cette activation des PKC réduit alors l’importance des 
adhésions qui peuvent limiter la vitesse de déplacement cellulaire. Les changements 
structuraux dans l’organisation de l’actine sont causés par l’activation de Src par les PKC,
Filopode»
Complexe d'adhésion
Fibre de stress
Lamellipode
Adhésion focale
Figure 3 : La régulation du cytosquelette d’actine sous le contrôle des Rho GTPases.
Le schéma de gauche décrit l’organisation des structures d’actine et des principaux sites 
d’adhésion chez une cellule de type fibroblastique. Racl contrôle la dynamique 
d’assemblage de l’actine du lamellipode et la formation des CA. Cdc42 influence la polarité 
cellulaire, la formation des filopodes et des CA. Rho contrôle l’assemblage et la maturation 
des FA ainsi que la formation et la contraction des fibres de stress. (Une adaptation de 
(THAO, 2010).) Les micrographies de droite montrent, à l’aide de phaloïdine-rhodamine, la 
modification du réseau d’actine lorsque les différentes GTPases sont activées 
spécifiquement. Les fibroblastes quiescents (-), privés de sérum, contiennent peu de 
structure d’actine. L’addition d’acide lysophosphatidique active Rho et conduit à la 
formation de plusieurs fibres de stress. La micro-injection de Racl constitutivement actif 
génère une forte présence de lamellipodes au pourtour de la cellule. Finalement, la micro­
injection de FGDI, un GEF de Cdc42 induit la formation de nombreux filopodes autour de 
la cellule. (Adapté de (HALL, 1998))
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qui phosphoryle et active à son tour une GAP de Rho, réduisant ainsi la possibilité de 
former des fibres de stress et des FA (BRANDT et a l, 2002). De plus, cette activation des 
PKC résulte en la stimulation de l’activité de Racl et, de cette manière, favorise la vitesse 
de protrusion du lamellipode (KUROKAWA et al., 2004). La vitesse de déplacement de la 
cellule ne serait alors plus limitée par la cinétique de désassemblage des FA à rarrière de la 
cellule. En stimulant l’activité protrusive du lamellipode et en réduisant les adhésions, la 
motilité cellulaire se voit donc fortement augmentée. Ce faisant, des agents tels que le 
phorbol mérsitate d’acétate (PMA), peuvent induire la motilité sur des cellules qui ne se 
déplacent pas autrement (BORDELEAU et al., 2010).
3.2 LA RÉGULATION DE LA CONTRACTION
La coordination spatiale et temporelle de la contraction est d’une importance 
capitale pour la motilité et l’invasion des cellules malignes (CLARK et a l ,  2007). Les 
cellules des muscles squelettiques sont essentiellement composées de structures d’actine 
spécialisées dans la production d’une contraction forte et rapide. Le moteur moléculaire 
responsable de cette force est la myosine II (Mil), moteur moléculaire également 
responsable de la contraction des cellules non-musculaires (FRIEDL et WOLF, 2003b; 
KRENDEL et MOOSEKER, 2005; CONTI et ADELSTEIN, 2008; VICENTE- 
MANZANARES et al., 2009). Les myosines sont une famille de protéines qui utilisent 
l’hydrolyse de l’ATP pour fournir les forces mécaniques nécessaires à l’endocytose, à la 
phagocytose ainsi qu’au déplacement de domaines membranaires, de vésicules et 
d’organites le long des filaments d’actine. Les cellules du muscle lisse ainsi que les cellules 
non-musculaires n’affichent pas de striations ou de myofibrilles mais contiennent toutefois 
des fibres de stress et de l’actine corticale auxquelles peut s’associer la Mil pour remplir 
différentes fonctions. Le déplacement antiparallèle des filaments d’actine qui est généré par 
l’activation de la Mil est un élément déterminant dans les processus nécessitant une 
contraction tels que la division cellulaire, la régulation des sites adhésion et, bien entendu, 
la motilité (FRIEDL et WOLF, 2003b; KRENDEL et MOOSEKER, 2005; CLARK et al., 
2007; CONTI et ADELSTEIN, 2008; VICENTE-MANZANARES et al., 2009).
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Comme illustré en figure 4A, la Mil est composée de trois paires de protéines; deux 
chaînes lourdes (MHC) capables de produire une force de déplacement par l’hydrolyse de 
l’ATP, deux chaînes légères essentielles (MELC) qui stabilisent l’hexamère et deux chaînes 
légères régulatrices (MLC). Dans les cellules non-musculaires la myosine est normalement 
repliée sur elle-même (fig. 4A) Suite à une phosphorylation de la MLC, la Mil forme des 
filaments bipolaires qui s’intercalent entre ceux de l’actine (VICENTE-MANZANARES et 
a l, 2009).
Dans le muscle, la contraction se fait très rapidement par des changements de 
conformation de la tropomyosine, induit par le calcium (Ca2+). Chez les cellules non- 
musculaires et les cellules du muscle lisse, cette contraction est plus lente car elle implique 
des changements d’état de phosphorylation de la MLC. La Mil est essentiellement régulée 
par l’action de deux kinases : RocK et la kinase de la MLC (MLCK). Celles-ci induisent 
une contraction par une phosphorylation sur la thréonine 18 et sur la sérine 19 de la MLC 
(AMANO et a l, 1996; VERIN et al., 1998). Inversement, des phosphatases de la myosine 
(PM) contrôlent à la baisse cette phosphorylation. De plus, en phosphorylant les sérines 1 et 
2 ainsi que la thréonine 9 de Mil, PKC diminue l’affinité entre MLCK et la Mil 
(NISHIKAWA et a l, 1984). Une augmentation de la concentration cytosolique de Ca2+ 
peut activer la MLCK et provoquer une contraction par l’entremise du complexe 
Ca2+/calmoduline ( WY SOLMERSKI et LAGUNOFF, 1990; GOECKELER et 
WYSOLMERSKI, 1995; KAMM et STULL, 2001) (fig. 4B). Parallèlement, une 
augmentation de l’activité de RocK, provoquée par l’action de Rho, peut stimuler la Mil de 
deux manières; soit par une phosphorylation directe de la MLC (AMANO et al., 1996), soit 
par une phosphorylation inhibitrice des PM qui maintiendra un haut degré de 
phosphorylation de la Mil (KIMURA et a l, 1996; FENG et al., 1999).
La double action de RocK sur Mil est vraisemblablement plus lente et plus soutenue 
que la régulation de MLCK (IKEBE, 1989; WATANABE et al., 1999; KATOH et a l, 
2011). L’implication de la MLCK dans une régulation rapide de la contraction est 
également supportée par sa cinétique de phosphorylation de la Mil qui est de 2 à 7 fois 
supérieure à celle de RocK (AMANO et al., 1996; FENG et al., 1999). En accord avec cet
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Figure 4 : La régulation de l’acto-myosine. A) Illustration des différentes sous-unités de 
la myosine II (Mil) et de ses arrangements structuraux. Le tête globulaire de la Mil contient 
le domaine de liaison à Factine et le domaine du moteur enzymatique Mg2+-ATPase. La 
chaîne légère essentielle (MELC) et la chaîne légère régulatrice (MLC) se lient entre le 
domaine globulaire et le domaine de dimérisation de la chaîne lourde. En l’absence de 
phosphorylation, la Mil est normalement repliée sur elle-même. Suite à la phosphorylation 
des MLC, elle se déploie alors pour former des filaments bipolaires qui s’intercalent dans le 
réseau d’actine pour établir des structures contractiles. L’activité ATPase induira la 
contraction par l’inflexion des têtes globulaires et le glissement antiparallèle des filaments
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d’actine. (Adaptation de (VICENTE-MANZANARES et al., 2009).) B) Les deux 
principales voies de régulation de la MIL La première voie est dépendante du calcium 
(Ca2+) et fait intervenir l’activation du complexe Ca2+-Calmoduline qui phosphorylera la 
MLC, l’habilitant à phosphoryler, à son tour, la MLC de la Mil et ainsi induire la 
contraction. La deuxième voie, indépendante du Ca2+, est sous le contrôle de RocK qui sera 
activée par son association avec Rho. L’activation de cette dernière dépendra de l’action de 
facteurs d’échange de guanosine (GEF) et d’activateurs de l’activité GTPase de Rho 
(GAP). L’action de RocK est double et permettra l’inactivation de phosphatase de Mil 
(PM) ainsi que la phosphorylation directe de MLC.
énoncé, il est observé chez les fibroblastes que l’action de MLCK est préférentiellement 
située à la périphérie de la cellule où les événements contractiles doivent se coordonner 
avec le remaniement rapide des éléments protrusifs (TOTSUKAWA et al., 2000; KAMM 
et STULL, 2001). RocK serait principalement actif au centre de la cellules et contribuerait à 
maintenir une contraction soutenue des fibres de stress et des adhésions (TOTSUKAWA et 
al., 2000). Cette répartition permet de séparer spatialement la dynamique de contraction 
selon les différentes structures d’actine. De plus, comme mentionné précédemment, les 
kératinocytes présentent peu ou pas de fibres de stress et de FA. La motilité de ces cellules 
est insensible à une inhibition de RocK par le Y-27632 alors que la suppression de l’activité 
de MLCK par le ML-7 la réduit fortement (SARKAR et al., 2009).
Lorsque nous tentons de comprendre le rôle de Rock et de MLCK dans la motilité, 
la littérature nous fournit le rapport d’observations qui divergent fortement selon les 
conditions expérimentales et le type cellulaire qui sont utilisés. Ainsi, de manière 
surprenante la formation des fibres de stress et de FA chez les cellules de cancer du 
pancréas dépend de l’action de MLCK (KANEKO et al., 2002). De plus l’inhibition de 
cette kinase réduit la motilité de ces cellules sur les surfaces 2-D et interfère dans leur 
capacité de transmigration telle qu’observée par les tests en chambres de Boyden. Cette 
habilité à passer au travers de pores restreints est abrogée par l’inhibition de RocK sur des 
cellules du muscle lisse, des macrophages et des cellules endothéliales alors que la 
migration des fibroblastes et des cellules épithéliales ne nécessite pas la contribution de 
cette kinase (NAKAYAMA et a l, 2005). Cette dernière étude montre également que sur 
des surfaces 2-D, le Y-27632 ne bloque pas la motilité et résulte même en une 
augmentation de la vitesse de déplacement pour l’ensemble de ces cellules. Cependant chez
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les cellules du cancer du sein (KIM et ADELSTEIN, 2011) et les lymphocytes (VICENTE- 
MANZANARES et a l, 2002) l’inhibition de Rock freine le déplacement cellulaire aussi 
bien sur des surfaces 2-D que dans les tests 3-D. Chez les fibroblastes, si l’inhibition 
pharmacologique de Rock augmente aussi leur motilité sur des surfaces planes, elle réduit 
cependant leur déplacement in vivo (HONJO et al., 2007). Dans le cas des mélanomes, le 
Y-27632 diminue leur motilité sur des surfaces et réduit le volume des tumeurs in vivo 
(ROUTHIER et al., 2010). Cet inhibiteur réduit également la dissémination des hépatomes 
implantés chez des rats syngéniques (ITOH et al., 1999). Il a aussi été démontré qu’une 
interférencce dans l’activité de Rock peut être utile pour inhiber, in vivo, la croissance des 
tumeurs d’origine prostatique, réduire leur dissémination et augmenter la survivance des 
animaux dans lesquels ces cellules ont été injectées (SOMLYO et al., 2003). De manière 
similaire, l’inhibition de MLCK par le ML-7 retarde également la croissance tumorale in 
vivo des cellules du cancer du sien et de la prostate (GU et al., 2006)
Ces résultats apparaissent quelque peu ambiguë quant au rôle exact de MLCK et de 
Rock dans les déplacements cellulaires. Toutefois, il semble que de manière générale la 
contraction cellulaire ne soit pas indispensable à la motilité sur des surfaces. Cette 
généralité, reflète probablement l’aspect limitatif des adhésions sur la vitesse cellulaire sur 
des surfaces planes. Les tests de transmigration sont plus complexes à interpréter. Comme 
démontré par Beadle et al., le diamètre des pores, dans les chambres de Boyden, peut 
modifier considérablement les résultats des expérimentations (BEADLE et a l, 2008). Le 
diamètre du noyau des cellules testées ainsi que celui des pores seront alors des paramètres 
importants puisque l’activité de la myosine pourra alors être nécessaire pour compresser le 
corps cellulaire au travers de ces espaces restreints. Il est certain que la migration des 
cellules au travers de ces pores ou dans des substrats 3-D, mais surtout in vivo, implique 
des mécanismes très différents que ceux nécessaires à leur motilité sur des surfaces 2-D. 
L’impact de l’environnement physique dans lequel se trouve la cellule est un déterminant 
important de l’organisation cellulaire. La morphologie et les profils d’expression génétique 
peuvent donc varier selon que les cellules sont cultivées dans des matrices 3-D ou sur des 
surfaces 2-D (LI et a l, 2003b). Bien que ces différentes conditions expérimentales soient 
sources de disparités, toutes les données qu’il sera possible de recueillir sur les mécanismes
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utilisées par les cellules pour se mouvoir sont néanmoins de la plus grande importance. 
C’est effectivement par la caractérisation des différents modes de motilité qu’il sera 
possible de proposer un modèle unifié permettant d’expliquer les moyens que la cellule 
peut emprunter pour ce mouvoir dans différents environnements.
Les efforts pour comprendre les mécanismes de contraction des cellules non 
musculaires se sont majoritairement consacrés à caractériser les éléments qui les définissent 
et qui permettent une régulation spatiale de l’activité contractile. La localisation de 
l’activité de la myosine est d’une importance indubitable pour la motilité, Cependant, 
l’action des multiples unités contractiles doit également être coordonnée dans le temps pour 
produire une action effective. Dans les cellules musculaires cardiaques et squelettiques 
cette orchestration est d’une précision remarquable qui engage l’ensemble de la cellule. 
Comparativement, la coordination temporelle de l’acto-myosine dans les cellules non 
musculaires est encore peu documentée.
Les premières études qui décrivent des mouvements oscillatoires de la surface 
cellulaire ont porté sur l’observations d’amibes de type proteus, dictostelium et 
myxomycètes (OSTER et ODELL, 1984; SATOH et a l, 1985). Des mouvements 
temporellement structurés ont, depuis, été enregistrés sur différentes cellules de 
l’organisme, principalement des cellules à la locomotion amiboïde telles que macrophages 
(SATOH et al., 1985; AGERO et a l, 2003; COELHO NETO et a l, 2006), lymphocytes 
(MITTELMAN et a l, 1991), monocytes (PIERRES et a l,  2008), neutrophiles (BRASEN 
et a l, 2010) et lymphoblastes (BORNENS et a l, 1989). Des répétitivités de mouvements 
ont aussi été caractérisées sur les kératinocytes (BORM et al, 2005; MACHACEK et 
DANUSER, 2006; BARNHART et a l, 2010) ainsi que les globules rouges (TUVIA et a l, 
1992; ZAMIR et a l, 1992). Il est proposé que ces mouvements oscillatoires de la 
membrane contribueraient à l’évaluation des propriétés mécaniques de l’environnement 
cellulaire (GIANNONE et a l, 2004; PIERRES et al., 2008). L’importance des fluctuations 
reflète l’aptitude à la phagocytose des macrophages (AGERO et al., 2003) et corrèle avec le 
pouvoir métastatique des lymphomes (MITTELMAN et al., 1994). Finalement, chez les 
érythrocytes, l’amplitude de ces mouvements facilite leur passage dans la micro­
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vascularisation (TUVIA et al, 1992; ZAMIR et al., 1992). De manière générale, bien que 
les évidences pointent vers une manifestation de l’activité métabolique (LEVIN et 
KORENSTEIN, 1991; TUVIA et al., 1998), et plus particulièrement de l’acto-myosine 
(PLETJUSHKINA et a l, 2001; SZABO et a l, 2002; GIANNONE et a l, 2004; WEINREB 
et al., 2006; SALBREUX et a l, 2007; DUBIN-THALER et al., 2008; COSTIGLIOLA et 
al., 2010), nous ne connaissons que très peu de choses sur ces mouvements dynamiques de 
la surface cellulaire.
Parmi les cellules de type mésenchymateuses, seuls les fibroblastes ont, à ma 
connaissance, été étudiés pour leur capacité à produire des mouvements périodiques. Par 
contre, ces travaux ont permis une investigation détaillée sur la régulation de la contraction 
dans ces cellules. En dépolymérisant le réseau des MT, une contraction rythmique d’une 
périodicité d’environ 50 sec est observée à la périphérie de ces cellules (PLETJUSHKINA 
et a l, 2001). D’une amplitude de quelques micromètres ces mouvements dépendent de 
l’activité de RocK. La contribution de MLCK est également suspectée par la présence 
d’une augmentation de la concentration cytosolique de Ca2+ avant chaque contraction. Les 
auteurs, dans une étude subséquente (WEINREB et a l, 2006), avancent que, à l’action 
soutenue de RocK sur la Mil, s’ajoute la contribution de MLCK suivant une élévation de la 
concentration de Ca2+. L’amplitude de cette contraction favoriserait l’entrée de Ca2+ par des 
canaux membranaires sensibles à la tension. Le temps que MLCK produise son action, la 
tension de la membrane et la concentration cytoplasmique de Ca2+ retournent 
transitoirement à la normale. Ce phénomène expliquerait alors la rythmicité de la 
contraction. La dissolution des MT, qui est nécessaire pour ces observations, suggère 
également que ces filaments pourraient avoir une action inhibitrice sur Rho. En suspension 
ces cellules ont aussi démontré des mouvements morphologiques périodiques qui 
dépendent de la présence de calcium extra-cellulaire (SALBREUX et a l ,  2007). Gianonne, 
en 2004, présente une étude très intéressante sur les oscillations des lamellipodes lors de 
l’étalement des fibroblastes (GIANNONE et a l, 2004). D’amplitude modeste mais d’une 
présence bien définie, ces oscillations sont modulées par la rigidité et par la physico-chimie 
du substrat sur lesquels les fibroblastes sont déposés. Ces contractions nécessitent l’action 
de MLCK et produisent des bandes de densité dans la disposition des sites d’adhésion. Les
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auteurs proposent alors un modèle selon lequel la contraction périodique serait assurée par 
des vagues rétrogrades emmenant MLCK vers l’arrière du front de migration où la kinase 
pourra produire sont action sur la myosine. Cette étude, très étoffée, démontre de manière 
particulièrement élégante 1’interrelation entre contractions, adhésions et mouvements 
cellulaire.
4. LES ADHÉSIONS
La complexité des relations entre adhésions et fonctions cellulaires a permis une 
évolution remarquable de la cellule individuelle vers une organisation pluricellulaire aux 
structures anatomiques élaborées. L’adhérence entre cellules ainsi qu’aux composants de la 
MEC est essentielle à la cohérence tissulaire, la motilité cellulaire et au remodelage de la 
MEC. Les adhésions permettent également de réguler divers processus intracellulaires tels 
que la différenciation, la morphologie et l’apoptose (BUCKLEY et a l, 1998). La perte de 
l’inhibition de contact et le caractère invasif observés chez les cellules cancéreuses est un 
exemple des conséquences dramatiques pouvant être occasionnées par un dérèglement dans 
les processus d’adhésion (STOKER et a l, 1968). Un contrôle dynamique sur les molécules 
d’adhésion est également un prérequis indispensable pour l’utilisation de forces de traction 
qui ne limiteront pas le déplacement et faciliteront la migration cellulaire.
Certaines molécules d’adhésion cellulaire (CAM , de cell adhesion molecule) 
contribuent à l’induction d’une signalisation intracellulaire qui répondra aux forces 
biomécaniques auxquelles elles seront confrontées. Cette dernière caractéristique est mise 
en évidence dans les phénomènes de durotaxie et de mécanotaxie observés sur des cultures 
respectivement soumises à un gradient de rigidité (LO et al., 2000; GRAY et al., 2003) ou, 
par exemple, à un étirement du substrat (LI et al., 2002). Il est également possible d’activer 
et d’induire une chimiotaxie par la présence de certains ligands des CAM en solution 
(OLIFERENKO et al., 2000). De manière similaire, un gradient de concentration de ces 
ligands, lorsque immobilisé sur un substrat, peut favoriser une motilité directionnelle ou, 
plus précisément, une haptotaxie (MCCARTHY et a l, 1983). Il est cependant bon de noter 
que cette dernière caractéristique ne se limite pas aux ligands des CAM, mais peut
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également être obtenu par des agents chimiotactiques classiques (WIEDERMANN et a l,  
1993).
Fondamentalement, il existe deux types d’adhésion : celles qui maintiennent le 
contact entre cellules et celles qui fournissent un ancrage à la MEC. Ces fonctions sont 
assurées par 4 grands groupes de protéines transmembranaires;: les sélectines, les CAM de 
la super-famille des immunoglobulines (IgSF-CAMs), les cadhérines et les intégrines 
(APLIN et al., 1998). Les sélectines sont des glycoprotéines de surface qui reconnaissent 
les motifs glucidiques de protéines ou de lipides membranaires (VARKI, 1994). Durant une 
réponse inflammatoire, différentes sélectines participeront à la reconnaissance et à 
l’initiation de l’adhérence entre lymphocytes et cellules épithéliales. Ces interactions labiles 
permettent alors le roulement des lymphocytes sur l’endothélium, consentant une proximité 
suffisante pour l’engagement des intégrines et un contact cellule-cellule plus étroit qui 
conduira aux étapes ultérieures de l’extravasion (CHEN et SPRINGER, 1999). Le groupe 
des IgSF-CAM recense un nombre très important de récepteurs qui contiennent, comme 
leur nom l’indique, un ou plusieurs domaines immunoglobulines. Impliqués dans les 
interactions entre cellules, ceux-ci jouent un rôle primordial lors de la morphogenèse et la 
différenciation des cellules musculaires, gliales et neuronales (SANES et LICHTMAN, 
2001; GARNER et a l, 2002). Certaines des IgSF CAM, telles que les N-CAM sont 
homophiles, d’autres comme les ICAM sont hétérophiles et lient les intégrines 
(ARICESCU et JONES, 2007). Les cadhérines sont des CAM homophiles qui permettent la 
formation des jonctions adhérentes et des desmosomes entre cellules épithéliales. Dans les 
jonctions adhérentes, les cadhérines s’associent aux filaments d’actine par l’entremise de la 
caténine (HARRIS et TEPASS, 2010). Dans les desmosomes, elles seront ancrées aux 
filaments intermédiaires par l’entremise de la desmoplakine (HUBER, 2003). La stabilité 
de ces structures confère à l’épithélium sa grande résistance mécanique. Certaines 
cadhérine et IgSF CAM interviennent aussi dans l’établissement et la stabilisation des 
connections synaptiques (ARICESCU et JONES, 2007; TAKEICHI, 2007). Une perte de 
fonction des cadhérines, menant à une levée de l’inhibition de contact, est un déterminant 
important de la transformation cellulaire vers un phénotype malin (YILMAZ et 
CHRISTOFORI, 2010). Enfin, les intégrines sont les principaux récepteurs d’adhésion à la
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MEC, bien qu’elles peuvent parfois lier certaines molécules d’adhésion présentes sur 
d’autres cellules (LUO et al., 2007). De ce fait, ce sont les CAM les mieux référencées pour 
leur contribution à la motilité cellulaire et leur aptitude à transmettre des informations 
relatives aux propriétés biomécaniques de la MEC (BAKER et ZAMAN, 2010). 
Obligatoirement hétérodimériques, elles sont composées d’une sous-unité P et d’une sous- 
unité a. Le génome encode 18 variants de sous unité p et 5 variants de sous unité a . Bien 
qu’à cela s’ajoute la possibilité d’un épissage alternatif, il n’y aurait que 24 combinaisons 
fonctionnelles (LUO et al., 2007). Parmi un grand nombre de partenaires à'interaction, leur 
principaux ligands sont le collagène, la fibronectine, la vitronectine et la laminine, 
préférences qui seront déterminées par la nature des sous-unités qui les composent 
(GIANCOTTI, 2000). Les intégrines s’associent indirectement aux réseaux d’actine à 
l’exception des hémidesmosomes où elles stabilisent l’attachement des kératinocytes à la 
membrane basale épidermique par une connexion aux filaments de kératine (ZHANG et 
LABOUESSE, 2010). Tel que décrit précédemment, selon leur structure, leur dynamisme 
et leur localisation, ces adhésions se différencient en CA et en FA. En se regroupant 
localement et en recrutant de nombreuses protéines structurelles, adaptatrices et 
signalétiques, les intégrines initialisent des échafaudages moléculaires de grande dimension 
riches en complexité et en connectivité (GIANCOTTI, 2000; BAKER et ZAMAN, 2010). 
Au cœur de ce réseau signalétique se trouve la FAK (focal adhesion kinase) qui influencera 
la polarité cellulaire et la motilité, en grande partie par une activation spatialement 
contrôlée de GEF de Rac et de Rho (MOISSOGLU et SCHWARTZ, 2006). Toutefois, chez 
les cellules utilisant les principes de motilité amiboïde, telles que les lymphocytes et les 
lymphomes, on observe une faible expression des intégrines ainsi que l’absence de FA et de 
fibres de stress (ENTSCHLADEN et al., 1997; FRIEDL et al., 1998). En raison des 
difficultés techniques inhérentes à la microscopie optique, la nature exacte des adhésions 
dans un environnement 3-D reste encore difficile a définir. Cependant, il a été récemment 
démontré que les fibrosarcomes forment un type de FA particulier lorsque cultivés dans des 
matrices 3-D (FRALEY et al., 2010). Dans ces conditions, ces sites d’adhésion recrutent 
les même protéines structurelles et signalisatrices que lorsque les cellules sont cultivées sur 
des surfaces planes, mais ces protéines ne s’agrègent pas et se distribuent de manière 
diffuse sur la membrane. Ces adhésions peuvent toutefois appliquer des forces de traction
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sur la MEC et participer mécaniquement à la migration et au remodelage de la MEC. 
Parallèlement, l’importance de la contribution mécanique des FA dans les processus 
d’invasion est appuyée par l’observation d’une corrélation entre l’amplitude des forces de 
traction et le potentiel métastasique de cellules du cancer du sein (INDRA et a l,  2011).
Il est communément accepté que ces 4 types de CAM décrits précédemment sont 
responsables de la cohérence tissulaire et de la motilité cellulaire. Cependant, dans 
plusieurs phénomènes physiologiques et physiopathologiques impliquant d’importants 
déplacements cellulaires, tel une site d’inflammation, une augmentation importante d’acide 
hyaluronique (HA) est observée dans la composition de la MEC (CHEN et 
ABATANGELO, 1999; STUHLMEIER, 2006; ITANO et al., 2008; JIANG et al., 2011). 
Ainsi, l’adhésion cellulaire au HA, par l’entremise du récepteur membranaire CD44, a 
capté une attention particulière, dirigée principalement vers la compréhension des 
processus de proüfération et d'invasion (KNUDSON, 1998; JOTHY, 2003; BELLAIL et 
a l, 2004).
4.1 L’INTERACTION HA/CD44
Tel que présenté en figure 5A, le HA est un long polysaccharide linéaire, fortement 
anionique, composé d’acide glucuronique et de N-acétylglucosamine disposés en tandem. 
Jusqu’à 25 000 de ces unités disaccharidiques forment une chaîne énorme qui atteint 
communément des poids de 105 à 107 Dalton (LAURENT et FRASER, 1992). La figure 
5B montre que la taille importante du HA permet l’établissement de structures imposantes 
par l’association non covalente de protéines hautement glycosylées telles que neurocan, 
versican, aggrécan ou brévican (YAMAGUCHI, 2000). Ces complexes, de compositions 
variables, sont notamment retrouvés dans les cartilages où ils contribuent à la lubrification 
et à l’absorption des chocs mécaniques (SCOTT et STOCKWELL, 2006). Une 
micrographie électronique de ces structures est présentée en figure 5B. Imbriquées dans la 
membrane plasmique, les hyaluronan synthases (HAS) extrudent le HA vers l’extérieur de 
la cellule (PREHM, 1984). Des HAS sont retrouvées dans un grande diversité 
d’organismes : des mammifères au virus, en passant par les amphibiens et les procaryotes
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(SUGAHARA et al., 1979; DEANGELIS et a l, 1997; SZIGETI et a l, 2006). Le HA est 
fortement présent durant le développement embryonaire (WHEATLEY et a l ,  1993; 
TOOLE, 1997, 2001) et la suppression de sa synthèse est létale et cause d’importantes 
malformations (CAMENISCH et a l, 2000). Chez l’adulte, bien qu’ubiquitaire, le HA est 
particulièrement concentré dans les régions montrant un haut taux de prolifération et de 
motilité cellulaire telles que les sites d’inflammation (JIANG et a l, 2011) et de réparation 
tissulaire (CHEN et ABATANGELO, 1999). Le HA est aussi retrouvé en quantité 
considérable dans le voisinage des cellules métastasiques (TOOLE et al., 1979; 
BERTRAND et al., 1992; AUVINEN et al., 1997; BELLAIL et al, 2004; TUHKANEN et 
al., 2004). En séquestrant eau et cations, ce polysaccharide contribue à la formation d’un 
gel lâche qui facilite la migration cellulaire (KRENN et a l,  1991; H A YEN et al., 1999). 
Cependant, en se liant à des récepteurs membranaires le HA contribue aussi à l’infiltration 
par une interaction direct avec la cellule. Depuis plus de vingt ans, il est proposé que 
l’interaction du récepteur membranaire CD44 avec le HA serait un déterminant important 
de l’adhésion cellulaire (PICKER et al., 1989).
Distribué de façon ubiquitaire dans l’organisme, le CD44 est le principal récepteur 
du HA (PICKER et a l, 1989; ARUFFO et a l, 1990; NAOR et a l, 1997; BAJORATH, 
2000). Le CD44 a initialement été rapporté pour être impliqué dans différentes étapes de la 
réponse immunitaire (HAYNES et a l, 1989). Ce récepteur favorise l’activation des 
lymphocytes et contribue, physiquement, aux premières étapes de leur immobilisation sur 
la surface de l’endothélium (CLARK et a l, 1996; DEGRENDELE et al., 1996). Au niveau 
vasculaire, il favorise également les processus de prolifération endothéliale et 
d’angiogénèse (TROCHON et a l, 1996).
Bien que le HA soit un déterminant important des propriétés mécaniques de la peau, 
son action est dépendante de son interaction avec le CD44. Il a été démontré, in vivo, que la 
suppression de ce récepteur dans les kératinocytes résulte en une altération marquée de la 
morphologie et des fonctions de la peau (KAYA et a l, 1997). De plus, le HA étant un 
constituant majeur du liquide synoviale (HASCALL et HEINEGARD, 1974; CHRISTNER 
et a l, 1977), le CD44 contribuerait au maintien du cartilage par l’établissement, sur les
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chondrocytes, d’une matrice péri-cellulaire principalement constituée de HA (KNUDSON, 
1993). Ainsi le CD44 permet de retenir le HA mais il peut également contribuer à diminuer 
la concentration tissulaire du polysaccharide par endocytose (CULTY et al., 1992; KAYA 
et al., 1997; TEDER et al., 2002). Il apparaît donc que le CD44 occupe plusieurs fonctions 
dont celles d’organiser et d’adhérer au HA.
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Figure 5 : Composition et structure moléculaire de 1* acide hyaluronique (HA). A) Le
HA est constitué de l’association linéaire d’un grand nombre d’unités disaccharidiques de 
N-acétylglucosamine (N-AcG) et d’acide glucuronique (Ac. Gluc). Le caractère anionique 
du HA est attribuable au groupement carboxylique de l’Ac. Gluc. (Adapté de (ALMOND et 
HARDINGHAM, 2008). B) Schématisation d’une molécule de HA (en bleu) au long 
duquelle se greffent de nombreux protéoglycans (PG) . Les PG sont des protéines (en noir) 
hautement glycosylées (en rouge), majoritairement par la chondroïtine sulfate et l’héparine 
sulfate. La micrographie électronique de droite montre un de ces complexes provenant d’un 
cartilage. (Adaptation de (BUCIOR, 2003).)
La surexpression du CD44 et une forte aptitude à lier le HA est une caractéristique 
cellulaire qui apparaît avec une persistance étonnante dans la pathologie des cancers 
(KNUDSON, 1998; JOTHY, 2003; BELLAIL et al., 2004). Cette interaction moléculaire
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engage en effet des fonctions fortement pro-oncogéniques (KNUDSON, 1998; 
BAJORATH, 2000; MARTIN et al., 2003; PONTA et al., 2003). Le CD44 peut agir en co- 
récepteur pour les récepteurs proto-oncogènes c-met (HGFR) (TAHER et al., 1999) et 
ErbB (EGFR) (BOURGUIGNON et al., 2001b; TSATAS et al., 2002) ainsi que le 
récepteur TGF-P (BOURGUIGNON et al., 2002). L’engagement du HA peut aussi induire 
le recrutement et l’activation de diverses protéines signalisatrices, également pro- 
oncogéniques, telles que les tyrosines kinases de la famille des Src (TAHER et al., 1996; 
ILANGUMARAN et al., 1998; SKUBITZ et al., 1998; ZHU et BOURGUIGNON, 1998; 
BOURGUIGNON et al., 2001a) et les GEF de Rac: Tiam-1 (BOURGUIGNON et a l, 
2000) et Vav-2 (BOURGUIGNON et a l,  2001b). Les GTPases Rho (BOURGUIGNON, 
2008), Rac (BOURGUIGNON et a l, 2000; OLIFERENKO et al., 2000; MURAI et al., 
2004; BOURGUIGNON et al., 2007) et Ras (BOURGUIGNON et a l, 2001b) ainsi que les 
kinases RocK (SINGLETON et BOURGUIGNON, 2002; BOURGUIGNON et a l, 2003), 
PKC (FANNING et a l, 2005) et FAK (FUJITA et a l, 2002) sont rapportées pour être 
activées par l’association HA/CD44 et pour induire une signalisation anti-apoptotique, 
proliferative et pro-migratoire.
Le CD44 est une glycoprotéine transmembranaire de type 1. La désignation CD44 
provient de l’anglais Cluster o f Differentiation. Initialement, il était identifié à un antigène 
lymphocytaire d’interaction avec les hautes veinules endothéliales (JALKANEN et al., 
1986). Cependant, d’autres études répertoriaient ce même récepteur dans d’autres systèmes 
cellulaires sous l’appellation Pgp-1, In[Lu]-related p80, Hermes, HUTCH-1, gp90, gp85, 
H-CAM, ECMRIII ou simplement « le récepteur au HA ». Ce n’est que plusieurs années 
plus tard que le clonage du récepteur a permis de regrouper ces « différentes » protéines 
sous la même appellation (WOLFFE et al., 1990). Le gène du CD44 consiste en 20 exons 
dont 12 sont variables et soumis à un épissage alternatif (SCREATON et al., 1992) (fig. 
6A). Cet épissage influencera la longueur de la portion extra-cellulaire juxta-membranaire 
(fig. 6B). La diversité biochimique du CD44 sera d’autant augmentée par des modification 
post-transcriptionnelles de phosphorylation, de glycosylation de même que par 
l’attachement de glycosaminoglycans qui influenceront l’affinité du CD44 pour le HA ainsi 
que pour d’autres composants de la MEC tels que le collagène, la laminine, la fibronectine
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et Postéopontine (BAJORATH, 2000; JOTHY, 2003; PONTA et a l, 2003). Le CD44 peut 
ancrer à la surface de la cellule certaines métaloprotéases solubles telles que MMP-9, une 
association qui favorisera l’invasion tumorale mais aussi l’angiogénèse (YU et 
STAMENKOVIC, 1999, 2000). La forme la plus commune du CD44 (CD44s (standard)) 
ne possède pas d’exons variables (fig. 6B). L’expression de variants (CD44v) est plus 
restreinte et s’observe principalement sur certaines cellules épithéliales ainsi que sur 
plusieurs cancers (KNUDSON, 1998; JOTHY, 2003; PONTA et a l, 2003; BELLAIL et 
a l, 2004). Depuis l’observation que l’isoforme contenant l’exon V6 (CD44v6) est associé, 
chez le rat, avec le pouvoir métastasique des cellules pancréatiques cancéreuses 
(GUNTHERT et al., 1991), un grand nombre d’études ont tenté de corréler l’expression de 
CD44V à l’occurrence des métastases. Cependant, l’hétérogénéité des résultats ne permet 
pas l’identification de variants qui consentiraient à la prédiction du pouvoir métastasique à 
partir de biopsies de tumeurs primaires (JOTHY, 2003).
La liaison du CD44 au HA est hautement régulée et, selon le type cellulaire, le 
CD44 peut être constitutivement actif, inductible ou non-inductible (LESLEY et HYMAN,
1992). De solides évidences montrent que la liaison au HA est multivalent et que l’affinité 
est principalement régulée par la distribution spatiale des CD44. Premièrement, la longueur 
du HA influe positivement sur l’affinité pour le CD44 et cette dépendance est perdue 
lorsque le récepteur est solubilisé (UNDERHILL et al., 1983). Deuxièment, l’agrégation 
artificielle des récepteurs, par l’utilisation d’anticorps divalents ou par manipulations 
chimiques ou génétiques, augmente l’affinité avec le HA (LESLEY et HYMAN, 1992; 
BOURGUIGNON et a l, 1993; LESLEY et al., 1993; LIAO et al., 1993; GALLUZZO et 
a l, 1995; PERSCHL et a l, 1995; PURE et al., 1995; LIU et al., 1996; SLEEMAN et al., 
1996). Finalement, une délétion ou des mutations dans le domaine cytoplasmique (LESLEY et 
al., 1992; BOURGUIGNON et al., 1993; LOKESHWAR et al., 1994; PURE et al., 1995; LIU et 
al, 1996; ZHU et BOURGUIGNON, 1998) ainsi que la dissolution du cytosquelette d’actine 
réduisent la liaison au HA (LACY et UNDERHILL, 1987; GALLUZZO et a l, 1995; LIU et a l, 
1996; BROWN et a l, 2005). Selon l’état et le type cellulaire, le CD44 peut être uniformément 
distribué à la surface (LADEDA et al., 1998; LEGG et al., 2002; GAL et al., 2003), contraint
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Figure 6 : Transcription et structure du récepteur CD44. A) Le pré-ARNm du CD44 
comprend la totalité des exons du gène. Un épissage alternatif déterminera le sort des 10 
exons variables et donc du type d’isoforme qui sera exprimé. Dans la majorité des cellules 
de l’organisme, la traduction d’un ARNm ne contenant aucun exon variable produira 
l’isoforme standard du CD44 (CD44s). Les formes plus lourdes du récepteur (CD44v), 
provenant d’ARNm contenant plus ou moins d’exons variables, ne sont exprimées que par 
un certain nombre de cellules et dans plusieurs cancers. B) Présentation schématique de la 
structure du CD44s et du plus large variant (CD44vl-10). La présence de portions variables 
allongent, en conséquence, la région juxta-membranaire du CD44. La localisation des 
différentes modifications post-traductionnelles est également indiquée. (Une adaptation de 
(PONTA et al., 2003).)
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dans le lamellipode (LADEDA et al., 1998; OKAMOTO et a l, 1999; ZOHAR et al., 2000; 
MURAI et al., 2004; BROWN et al., 2005) ou encore présent sur l’ensemble du corps 
cellulaire dans des puncta de colocalisation avec l’actine corticale (TSUK1TA et a l, 1994; 
OKAMOTO et a l, 1999; ZOHAR et a l, 2000). Le récepteur est incapable de se lier 
directement à l’actine. Il a été démontré que l’affinité pour le HA et la motilité cellulaire 
sur des surfaces de HA sont régulées par l’interaction du CD44 avec l’ankyrine 
(BOURGUIGNON et a l, 1993; LOKESHWAR et a l, 1994; ZHU et BOURGUIGNON, 
1998) et les protéines de la famille des ERM (Ezrine, Radixine et moésine) (TSUKITA et 
YONEMURA, 1997; LEGG et a l, 2002; MARTIN et a l, 2003; PONTA et al., 2003), qui 
stabilisent le récepteur sur le réseau d’actine. D’une manière qui rappelle la formation des 
CA, il a été observé que la liaison du HA favorise l’association du CD44 à l’ankyrine et 
induit son agrégation et son ancrage au réseau d’actine (BOURGUIGNON et a l,  1993). Il 
est aussi rapporté que la phosphorylation de la queue cytoplasmique du CD44 serait un 
élément déterminant de son adhérence au HA (PURE et al, 1995) et de la motilité 
cellulaire sur des surfaces de HA (LEGG et al., 2002). Cette phosphorylation pourrait être 
induite par les PKC et ainsi réguler l’association du CD44 à l’ezrine (LEGG et al., 2002) et 
à l’ankyrine (KALOMIRIS et BOURGUIGNON, 1989). De plus, RocK favoriserait 
l’ancrage du CD44 au cytosquelette par la phosphorylation de l’ankyrine. Une interférence 
dans ce dernier mécanisme de régulation réduit la migration in vitro (BOURGUIGNON et 
al., 1999). Une étude rapporte également que le complexe ERM-CD44 pourrait être 
stabilisé mécaniquement par l’ostéopontine intracellulaire (ZOHAR et a l, 2000). Ces 
résultats sont orientés vers l’importance de l’ancrage du CD44 dans une adhésion 
fonctionnelle au HA. La contribution mécanique du CD44 à la motilité cellulaire est 
également suggérée par une migration plus efficace en réponse à l’action protéolytique 
d’une métaloprotéase transmembranaire, la MT1-MMP, qui s’associe avec le récepteur et le 
coupe dans sa portion extracellulaire (MORI et a l,  2002), libérant ainsi la cellule de son 
adhérence au HA.
5. M OTILITÉ INVASIVE DES GLIOM ES
Les gliomes comprennent l’ensemble des tumeurs du système nerveux central 
(SNC) issues de la glie, principalement de la transformation d’astrocytes et
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d’oligodendrocytes (FURNARI et a l,  2007). Considérées comme des tumeurs rares, elles 
sont néanmoins la deuxième cause de mortalité attribuable aux cancers chez les enfants et 
la troisième chez les jeunes adultes (SEGAL, 1991). Selon leurs profils histopathologiques, 
on divise les gliomes en quatre classes (LOUIS et al., 2007). Les plus communs, les 
glioblastomes multiformes (GM), montrent des zones de nécrose, une néo-vascularisation 
et une évolution extrêmement rapide (FURNARI et al., 2007). Malgré les avancements 
technologiques importants en matière de chirurgie, de chimiothérapie et de radiothérapie, le 
pronostic des patients atteints de GM demeure très faible et la médiane de survie ne dépasse 
pas 14 mois (STUPP et al., 2005). Ces faits sont principalement attribuables à la 
dissémination diffuse de cellules individuelles au travers du SNC, résultant en un haut taux 
de récidives après résection chirurgicale (BELLAIL et al., 2004; ZHONG et al., 2010).
Cette capacité d’infiltration est étonnante compte tenu de l’agencement structural 
particulier de la MEC du SNC qui se montre, à priori, peu propice à la motilité. Le 
paremchyme du cerveau est en effet, constitué d’un dense réseau d’extensions neuronales et 
gliales qui ne laissent que des espaces submicrométriques pour l’infiltration cellulaire 
(THORNE et NICHOLSON, 2006). Parmi les routes de dissémination des GM, on dénote 
la membrane basale des vaisseaux sanguins et la glia limitans externe (PILKINGTON, 
1996). La présence de ténascine est prédominante au pourtour de ces structures et son 
expression corrèle avec le grade malin des GM (HEROLD-MENDE et a l, 2002; LEINS et 
al., 2003). On y retrouve également une quantité importante de collagène de type IV, de 
fibronectine et de vitronectine (GOLDBRUNNER et a l, 1999; D'ABACO et KAYE,
2007). Ces observations ont évidemment attiré une attention soutenue vers l’implication 
des intégrines dans la pathologie des GM (PAULUS et al., 1996; MAHESPARAN et al., 
1997; D'ABACO et KAYE, 2007; ZHONG et al., 2010). La migration des gliomes ne se 
limite pas à ces voies de dissémination et ces cellules infiltrent aisément le paremchyme de 
la matière blanche (BEADLE et al., 2008) (fig. 7A).
La MEC du SNC est constituée principalement de HA, qui lui-même sert d’ancrage à 
plusieurs autres glycoprotéines, d’une manière similaire à ce qui est illustré en figure 5B 
(BIGNAMI et al., 1992; YAMAGUCHI, 2000). Ces formidables échafaudages
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moléculaires contribuent à l’aspect gélatineux du cerveau. La quantité de HA est 
approximativement multiplée par quatre au site de la tumeur primaire, atteignant des 
niveaux comparables à ceux observés lors du développement de cerveau (DELPECH et al.,
1993). Ce phénomène est également remarqué au front de migration des cellules 
individuelles envahissant le paremchyme (DELPECH et a l, 1993; BELLAIL et al., 2004). 
La production de HA contribue certainement à modifier les propriétés biomécaniques de la 
MEC de manière favorable à la migration cellulaire des GM. La création d’espaces 
propices à la migration pourrait aussi être favorisée par l’action d’hyaluronidases (JTN et 
al., 2009) et de protéases induite par la présence de HA (KIM et al., 2005). De plus, en 
s’entourant d’une matrice péri-cellulaire riche en HA, les gliomes parviennent également à 
se protéger de l’action cytotoxique des lymphocytes (GATELY et al., 1984). Ce 
mécanisme de supression immunitaire non spécifique permetterait ainsi de cacher les 
épitotes immunoréactifs de la surface des gliomes.
Parallèlement à une augmentation de HA, une surexpression de CD44s, dont 
l’amplitude coïncide avec l’agressivité des gliomes, est également rapportée (KUPPNER et 
al., 1992; OZ et a l, 2000). L’expression de CD44v est rarement remarquée dans les 
tumeurs primaires du SNC, contrairement aux autres types de cancers (LI et al., 1993; 
NAGASAKA et a l, 1995; BOUTERFA et al., 1997). Cette particularité pourrait expliqué 
le caractère non métastasique des güomes (NAGASAKA et al., 1995). Toutefois, 
l’interaction du HA avec le CD44 semble être un processus crucial dans la migration des 
GM car la suppression de l’expression du récepteur ralentit l’infiltration des gliomes in vivo 
(OKADA et a l, 1996). Ainsi, l’absence de CD44 à la surface des méningiomes 
contribuerait fort probablement à leur caractère non invasif (ARIZA et a l,  1995). De plus, 
la présence d’anticorps monoclonaux dirigé contre le CD44 ralentit l’invasion des gliomes 
in vivo (GUNIA et a l, 1999; BREYER et a l,  2000) et dans les matrices 3-D 
(WIRANOWSKA et a l, 1998). Les études in vitro montrent également que les gliomes 
adhérent fortement aux surfaces de HA, de par son interaction avec le CD44(RADOTRA et 
a l, 1994; KNUPFER et a l, 1998). Incorporé à du matrigel, dans les tests en chambre de 
Boyden, le HA augmente la transmigration des gliomes en stimulant les voies PI3- 
K/Akt/mTOR et FAK/Erk/NFicB afin d’induire respectivement l’expression de protéases de 
la matrice ainsi que celle de l’ostéopontine, une cytokine aux effets pro-migratoire (PARK et al., 2008)
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Figure 7 : Profil d’invasion et mode de migration des glioblastomes (GM). A) Coupe 
histologique d’un cerveau de rat ayant subi une xénogreffe de GM isolés d’un patient. Un 
marquage immunologique de l’antigène nucléaire humain permet de constater la formidable 
capacité d’infiltration des GM, depuis le site d’injection (flèche blanche). La dissémination 
est intense et se diffuse dans l’hémisphère ayant reçu l’injection. En passant par le corpus 
callosum (CC), ils infiltrent également la matière blanche contralatérale, entre le cortex 
(CX) et le striatum (Str). Barre; 1 mm. B) et C) Kymographes de gliomes démontrant la 
dépendance de la myosine II dans leur déplacement. Injectés dans le rat vivant, la 
visualisation de l’expression de protéines fluorescentes sur des coupes minces permet de 
constater l’extension de processus cytoplasmiques très dynamiques en avant de la cellule.
B) Normalement, le mouvement du corps cellule s’exécute périodiquement de manière 
brusque et rapide entraînant une déformation importante de la région contenant le noyau.
C) l’inhibition de la myosine par un traitement à la blebbistatine abroge cette capacité de 
déplacer le corps cellulaire et résulte en l’arrêt de cellule. (Tiré de (BEADLE et al., 2008).)
Sur les cellules du cancer du sein, il est démontré que le HA est un chimio-attractant 
lorsqu’il est incorporé à du matrigel (TZIRCOTIS et al., 2005). De plus, son application 
localisée au pourtour de cellules épithéliales immortalisées, induit la formation de 
lamellipodes d’une manière qui implique CD44 et Rac (OLIFERENKO et a l,  2000).
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Corrélativement, il a été démontré que la migration des gliomes est facilitée par 
l’activation de Rac suite à l’engagement du HA sur le CD44 (BOURGUIGNON et a l,
2007), activation qui contribue à la protéolyse du CD44 (MURAI et al., 2004). Compte 
tenu de l’influence de Rac sur le cytosquelette, il est probable que la contribution du CD44 
à l’invasion des gliomes, résulte d’une stimulation de la dynamique de polymérisation de 
l’actine. Cependant, comme mentionné plus haut, plusieurs évidences suggèrent aussi que 
l’adhésion engagée par le CD44, favoriserait mécaniquement le déplacement des gliomes 
dans cet organe particulièrement riche en HA.
Tel que démontré par l’utilisation de matrices 3-D, de cultures organotypiques et 
l’imagerie de fluorescence in vivo, les GM progressent selon un mode de migration 
mésenchymateux (FRIEDL et WOLF, 2003b; CASPANI et al, 2006; BEADLE et a l,
2008). Ils induisent un remodelage enzymatique de la MEC et font probablement usage de 
traction sur les sites d’adhésion (ZHONG et a l, 2010). Comme il peut être observé dans la 
figure 7B, les GM infiltrent la MEC par l’extension de longues et fines protrusions qui 
explorent et pénètrent le milieu environnant. Bien que des FA n’ont pas encore été 
observées sur des GM en culture 3-D, ces cellules expriment une grande quantité 
d’intégrines (HYNES, 2002). De plus, l’activité de la FAK, communément associée à ces 
adhésions, apparaît être déterminante dans la capacité migratoire des GM (NATARAJAN 
et a l, 2003; NATARAJAN et a l, 2006; LIPINSKI et a l, 2008). La possibilité d’une 
utilisation des forces de traction dans l’infiltration des GM est appuyée par l’observation de 
fibres de stress lorsqu’elles sont cultivées dans des matrices 3-D et dans des tranches de 
cerveau (CASPANI et a l, 2006). De plus, en supprimant l’expression de la myosine II, en 
interférant sur son activité par la blebbistatine ou encore en inhibant l’activité de RocK par 
le Y-27632, Beadle et al. n’ont constaté aucun effet sur la motilité des GM U-251 en 
culture 2-D, ni sur leur migration au travers de pores de 8 pm alors que ces traitements 
bloquent massivement leur passage dans des pores de 3 pm et dans les cultures 
organotypiques (fig. 7C) (BEADLE et a l, 2008). Une autre étude réalisée par Gillespie et 
a l  montre que l’inhibition de la MLCK par le ML-7 réduit également la motilité des U-251 
sur des surfaces 2-D, mais limite la migration au travers de pores de 8 pm (GILLESPIE et 
al., 1999). L’observation que les U-251 parviennent à passer au travers des pores de 8 pm
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lorsque RocK est inhibé mais n’y parviennent pas lorsque MLCK est inhibé pourrait peut- 
être s’expliquer par l’emploi de substances chemio-attractives les tests impliquant RocK. 
Ces études montrent toutefois que la contraction dans ce type cellulaire nécessite 
probablement la contribution simultanée de RocK et de MLCK pour permettre l’infiltration 
au travers d’espaces réduits. Dans ce type cellulaire, l’action d’une de ces kinases ne 
parvient donc pas à compenser l’inhibition de l’autre, comme il a récemment été proposé 
pour les gliomes C6 (KORCZYNSKI et a l, 2011). Il se peut également que l’action des 
chimiotractants modifie les mécanismes de motilité, puisque l’inhibition directe de la 
myosine, par la blebbistatine, ne modifie pas notablement la migration au travers des pores 
de 8 pm (BEADLE et al., 2008) alors que l’activité de la myosine est essentielle à leur 
passage en absence de chimiotractant (GILLESPIE et al., 1999). L’importance de la 
contraction dans l’infiltration des GM révèle un phénomène particulier. Comme présenté en 
figure 7B, leur progression dans des cultures organotypiques de cerveaux ne se produit pas 
de façon linéaire et le déplacement du corps cellulaire intervient de manière sporadique et 
intermittente (BEADLE et al., 2008). Ce contrôle temporel précis et coordonné de la 
contraction est étonnant et serait essentiel pour permettre son passage du corps cellulaire 
dans des espaces plus petits que son diamètre. Cependant les fins mécanismes de régulation 
spatio-temporel de cette contraction ne sont pas encore compris.
6. RATIONNEL ET OBJECTIFS DE LA THÈSE
6.1 RATIONNEL
L’invasion cellulaire repose sur une coordination spatio-temporelle de l’activité de 
la Mil pour produire une contraction efficace permettant un déplacement cellulaire effectif. 
De plus, tel qu’exploité par plusieurs cellules cancéreuses, le mode de migration 
mésenchymateux met en jeu l’utilisation de sites d’adhésion pouvant supporter des forces 
de traction afin de remodeler la MEC, mais également pour permettre à la cellule de se 
mouvoir vers l’avant. Dans ce contexte, le caractère singulièrement invasif des GM, dans 
une matrice très compacte mais également enrichie en HA, offre un modèle 
particulièrement intéressant pour l’étude de la contraction cellulaire ainsi que de l’adhésion 
au HA.
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Il a été démontré que l’interaction du HA avec le CD44 joue un rôle déterminant 
dans la capacité d’infiltration des GM. Cette reconnaissance moléculaire permet l’induction 
de plusieurs événements intracellulaires pro-prolifératifs et pro-migratoires. 
L’interdépendance entre l’association du CD44 au cytosquelette d’actine et l’adhérence au 
HA suggère que cette interaction puisse contribuer mécaniquement à la progression des 
GM. Cette hypothèse est renforcée par la possibilité d’un contrôle cellulaire actif régissant 
la distribution du récepteur sur la surface cellulaire ainsi que le clivelage et la perte du 
CD44 dans le mileu extra-cellulaire. Dans cette optique, l’ancrage du CD44 sur le réseau 
d’actine devrait permettre au récepteur de soutenir des forces de traction significatives. Le 
potentiel de résistance mécanique du récepteur serait alors fonction des éléments régulant 
son association à l’actine. Les PKC étant impliquées de différentes manières dans ce 
phénomène, il se pourrait que l’activité de celles-ci se reflète directement dans la stabilité 
membranaire du CD44.
La contraction a été démontrée comme étant essentielle à l’infiltration des GM dans 
des espaces restreints. Comme expliqué précédemment, la régulation de cette contraction 
consiste probablement en une certaine interrelation entre l’activité de MLCK et celle de 
RocK. Cependant, la régulation de la dynamique de contraction, permettant de compresser 
le corps cellulaire, demeure largement inconnue. Il a également été démontré, sur d’autres 
types cellulaires, qu’une fluctuation de la membrane, en bordure de la cellule, serait le 
reflet d’une coordination temporelle de la contraction. L’éventualité que ces mouvements 
de très faibles amplitudes puissent être caractérisé sur différents endroits à la surface de 
cellules GM, offrirait la possibilité de mieux comprendre les mécanismes précis régulant la 
dynamique spatio-temporelle de la contraction. Pour y parvenir, de nouvelles méthodes 
expérimentales doivent être établies afin d’obtenir une résolution suffisante pour 
l’observation de ces fluctuations.
La caractérisation de la stabilité mécanique du CD44 à la surface cellulaire, 
l’évaluation des forces pouvant être soutenues par sa liaison au HA, ainsi que l’analyse 
d’éventuels mouvements de contraction de très faible amplitude pouvant survenir sur la 
surface de GM en culture sont des mesures expérimentales qui étaient, jusqu’à récemment,
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impensables à réaliser. Le développement des applications de la microscopie à force 
atomique (AFM) pourrait permettre de faire ces mesures, sur des cellules vivantes, dans des 
conditions physiologiques.
6.2 OBJECTIFS DE LA THÈSE
Objectif 1 (Article 1) : Acquisition d’une expertise sur la caractérisation, par AFM, des 
interactions du HA dans un modèle expérimental simplifié.
En vue des expérimentations visant à définir le profil mécanique de l’interaction 
HA/CD44 (objectif 2), nous avons développé un protocole de modification biochimique 
des pointes AFM par la liaison covalente de HA à leur surface. Avant d’aborder les 
mesures d’interactions moléculaires sur des cellules vivantes, nous avons voulu développer 
une expertise sur le maniement de ces pointes en conduisant des expérimentations de 
reconnaissance moléculaire sur un système plus simple que celui comprenant la complexité 
biomécanique de la membrane plasmique. Pour ce faire nous avons investigué des surfaces 
atomiquement définies telles que celles des cristaux impliqués dans les néphrolithiases.
Le HA est, en effet, impliqué dans la rétention des cristaux d’oxalate de calcium 
monohydrate (COM) au niveau des tubes collecteurs du rein. Il a été rapporté par différents 
groupes que le caractère anionique du HA est essentiel à cette interaction. Ainsi nous avons 
cherché à déterminer : 1) dans quelle proportion la disposition atomique de la surface des 
cristaux, qui est spécifique aux différentes faces, influe sur la liaison du HA, 2) de quelle 
manière le citrate et le pH peuvent moduler cette interaction, 3) si les résultats, sur la base 
d’une interaction électrostatique, permettent de valider l’intégrité biochimique du HA 
lorsqu’il est immobilisé sur les pointes AFM.
Ces expérimentations visaient donc à acquérir une expertise sur la manipulation et 
la caractérisation des pointes HA mais elles avait également pour but d’apporter des 
éléments de compréhension relativement à la problématique de la rétention des cristaux 
COM.
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Objectif 2 (Article 2) : Caractérisation mécanique de l’interaction HA/CD44 à la surface 
de gliomes en culture
Il s’agit ici de caractériser le profil mécanique des forces pouvant être supportées 
par l’interaction d’une seule molécule de HA lorsqu’elle est engagée sur des récepteurs 
CD44 présents à la surface de GM en culture. Pour ce faire, des pointes de HA ont été 
approchées de la surface cellulaire pour lui permettre de s’associer aux CD44. Ces pointes 
ont ensuite été éloignées de la cellule et les résistances engendrées par la liaison du HA aux 
CD44 ont été enregistrées jusqu’à ce que le déplacement de la pointe provoque la rupture 
de ces liens.
Dans la possibilité que le CD44 puisse contribuer mécaniquement au déplacement 
cellulaire, des différences significatives dans la signature mécanique du récepteur devraient 
être observables selon l’état cellulaire et plus particulièrement selon l’organisation du 
cytosquelette d’actine. Ainsi nous avions pour objectif secondaires 1) d’évaluer la 
spécificité des mesures de force en bloquant les sites de reconnaissance du CD44, 2) de 
confirmer l’importance de l’intégrité du cytosquelette d’actine dans l’interaction HA/CD44 
et dans la distribution des récepteurs à la surface de la cellule. Les structures d’actine, dans 
le corps cellulaire et dans le lamellipode étant distinctes, nous avons également voulu 
vérifier, 3), la possibilité d’une éventuelle différence dans les forces d’interaction ou dans 
la stabilité des récepteurs en fonction de leur localisation. Finalement, les PKC pouvant 
contribuer à la régulation de l’association du CD44 au cytosquelette, nous nous étions 
également donné pour objectif, 4), de caractériser l’effet d’une modulation de l’activité des 
PKC sur la stabilité mécanique du CD44.
Objectif 3 (Article 3) : Investigation des mécanismes de régulation de l’activité contractile 
par l’observation des mouvements de surface de la membrane cellulaire.
Des fluctuations membranaires ayant été observées sur un certain nombre de 
cellules au mouvement amiboïde ainsi que sur des fibroblastes, la question se posait de 
savoir si de tels mouvements pouvaient être enregistrés à la surface de GM en culture. Dans
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l’affirmative, ces fluctuations seraient probablement d’amplitudes si faibles qu’elles ne 
pourraient pas être distinguées par les techniques de microscopie optique usuelles. Ainsi 
nous avons voulu examiner les mouvements membranaires de la face dorsale de GM en 
utilisant l’AFM. Pour y arriver, nous devions dans un premier temps répondre à deux 
considérations d’ordre technique : 1) parvenir à une stabilité instrumentale, à des 
températures physiologiques, permettant des enregistrements de durée suffisante pour une 
analyse statistique significative, 2) développer des méthodes d’analyse adaptées à ces 
mesures, afin d’en extraire l’amplitude moyenne mais aussi la cohérence fréquentielle. 
Dans l’éventualité de la faisabilité de telles expérimentations et de l’obtention de résultats 
probants, nous avions alors deux objectifs dirigés vers la compréhension des mouvements 
cellulaires : 1) établir la relation des fluctuations membranaires avec la motilité cellulaire 
et, 2), définir les éléments responsables de ces fluctuations. Pour décrire la relation entre 
ces mouvements de la membrane et la motilité cellulaire, les enregistrements obtenus sur la 
région péri-nucléaire et sur le lamellipode de cellules motiles, devaient être comparés à 
ceux provenant de cellules immobilisées par confluence ou privées de sérum. L’emploi 
d’agents pharmacologiques pro-migratoires tels qu’un activateur des PKC et des inhibiteurs 
des principaux éléments de régulation de la Mil était également prévu pour identifier les 
principes moléculaires régissant ces mouvements de la membrane et susceptibles d’en 
modifier les caractéristiques.
7. AFM : PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT ET APPLICATIONS
Jusqu’à ce jour, la recherche biomédicale a cherché à comprendre les interactions 
moléculaires par des approches principalement biochimiques. Cependant, l’organisation et 
les fonctions des structures bio-moléculaires sont indissociables des forces intrinsèques qui 
les régissent. Ce n’est que récemment, par le développement des nanotechnologies, que la 
possibilité d’analyser et de comprendre ces paramètres bio-mécaniques à l’échelle 
moléculaire et cellulaire a réellement émergée. Outre l’AFM, trois techniques ont 
principalement été appliquées à la manipulation de molécules individuelles afin d’en 
extraire les paramètres mécaniques : 1) les sondes bio-membranaires de force (EVANS et 
al., 1995); 2) les trappes magnétiques (DE VLAMINCK et DEKKER, 2012); 3) les trappes
Axes de déplacement 
des piézoélectriques
Figure 8 : Description et fonctionnement de l’AFM. A) Image de microscopie 
électronique de différents cantileviers. Barre 100 pm. B) Agrandissement de la zone 
encerclée en (A) montrant la pointe située à l’extrémité du cantilevier. Barre 5 pm. C) 
Schématisation des principaux composants de l’AFM. Une source laser dirige son faisceau 
sur la surface du cantilevier, laquelle le réfléchit sur un cadran de diodes photoélectriques. 
Si une force est appliquée sur la pointe, le cantilevier sera infléchi, ce qui occasionnera le 
déplacement du laser sur les diodes permettant alors de suivre les mouvements du 
cantilevier par ordinateur. La hauteur du cantilevier, ainsi que son déplacement horizontal 
seront assurés par un ensemble de piézoélectriques balayant les trois axes. D) Image AFM 
de cellules COS-7 obtenues en balayant l’échantillon à l’aide d’un contact faible mais 
constant entre la surface et la pointe de l’AFM. Ce contact physique avec la cellule permet 
de visualiser les structures du cytosquelette situées sous la membrane. Barre : 20 pm
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optiques (LITVINOV et al., 2002). Ces méthodes permettent la caractérisation de forces 
allant de 0.01 pN (pico-Newton) à 200 pN (EVANS et al, 1995; NEUMAN et NAGY, 2008). 
Cependant, cette très grande sensibilité s’accompagne de certaines contraintes telles qu’une 
faible résolution spatiale, des vitesses de déplacement limitées, la possibilité de photo­
toxicité et une difficulté à sonder verticalement les événements bio-mécaniques sur des 
cellules adhérentes. Ces aspects limitatifs sont évités par l’utüisation de l’AFM.
L’AFM présente effectivement une étonnante résolution spatio-temporelle, une 
grande versatilité d’utilisation ainsi qu’une capacité à détecter ou exercer des forces dans 
une fourchette particulièrement large soit de 10 pN à 105 pN (BUSTAMANTE et al., 
2000). Comme son nom l’indique, cet instrument a initialement été développé pour 
permettre la captation d’images avec une résolution comparable au microscope à effet 
tunnel, en s’affranchissant toutefois de l’obligation d’utiliser des échantillons conducteurs 
(BINNIG et al., 1986). Le principe de fonctionnement de l’appareil repose sur l’utilisation 
d’un ressort extrêmement sensible, le cantilevier (fig. 8A), qui porte à son extrémité une 
pointe d’un rayon de l’ordre de la dizaine de nanomètres (fig. 8B). L’application d’une 
force par cette pointe, par l’engagement d’un contact avec une surface par exemple, 
occasionne la déflection du cantilevier. Un laser dirigé sur la surface réfléchissante du 
cantilevier sera capté par un quadrant de photodiodes (fig. 8C). Selon le mouvement 
vertical du cantilevier, les changements de position du laser sur les diodes, seront traduits 
en un signal électrique. L’acquisition d’images s’effectuera par le balayage de la pointe sur 
la surface de l’échantillon, d’une manière analogue à celle d’un aveugle Usant le braille. 
Cette méthode a été appUquée à l’acquisition d’images 3-D de différentes entités bio­
moléculaires dans des conditions physiologiques. Ainsi il a été possible de caractériser 
l’agencement de brins d’ADN interagissant avec diverses protéines (LEBEL et al., 2007), 
d’observer la structure de protéines dans des membranes natives (BAHATYROVA et al., 
2004; FOTIADIS et a l, 2004; SCHEURING et al., 2004; MULLER et a l, 2006), ainsi que 
de visuaüser en temps réel la fermeture de pores nucléaires (OBERLEITHNER et al., 
2000). Le suivi de la morphologie cellulaire est également possible avec une très grande 
résolution (OBERLEITHNER et a l, 1993). Le contact entretenu entre la pointe et la cellule 
peut déformer légèrement la membrane plasmique en fonction de la rigidité des éléments
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qui la supporte. Ce faisant, il est ainsi possible révéler les structures du cytosquelette 
situées immédiatement sous la surface de la membrane tel qu’observer sur l’image en 
figure 8D.
L’AFM n’est pas uniquement utilisé pour ses capacités de microscopie mais aussi 
pour effectuer des analyses en spectroscopie de force, une mode d’opération désigné sous 
l’appellation AFS pour Atomic Force Spectroscopy. L’AFS est communément utilisé pour 
produire des courbes de force-élongation. En corrélant la distance séparant le cantilevier de 
la surface avec la force appliquée par la pointe et détectée par le cantilevier, un graphique 
peut être généré qui permettra l’extraction d’un grand nombre de paramètres selon les 
objectifs expérimentaux. Tel que schématisé en figure 9, l’approche d’un ligand, attaché 
sur la pointe de l’AFM, permet sa liaison avec son récepteur préalablement immobilisé sur 
la surface de l’échantillon. Par l’éloignement vertical de la pointe, l’évolution de la force 
nécessaire pour brisercette association sera alors suivie sur la courbe de rétraction en rouge.
En analysant la courbure du tracé, située immédiatement après le contact de la 
pointe avec l’échantillon (portion ombragée de la courbe bleue en figure 9), il est possible 
d’évaluer le module d’élasticité de la surface à l’endroit précis où le contact a eu lieu. Cette 
dernière analyse, dont l’expérimentation ne nécessite pas de modifications biochimiques de 
la pointe, à été intensivement utilisée pour établir des liens entre les aspects mécaniques et 
fonctionnels d'une phénotype cellulaire donné. Ces études se sont penchées sur l’influence 
de la morphologie (A-HASSAN et a i, 1998; LAURENT et al., 2005) et sur la contribution 
des structures sous-membranaires dans l’étabüssement de la rigidité de la cellule (ROTSCH 
et RADMACHER, 2000; KASAS et al., 2005; KIDOAKI et al, 2006; HAUPT et a l, 
2007; RADMACHER, 2007). Cette méthode a aussi permis de suivre la résultante 
biomécanique de l’action d’agonistes (OBERLEITHNER, 2005; SMITH et a i, 2005; 
OBERLEITHNER et a i, 2006; KANG et a i, 2008; CUERRIER et a i, 2009a; CUERRIER 
et a i, 2009b). À ces exemples, s’ajoute l’observation d’une relation entre la rigidité de la 
cellule et son âge (LIEBER et a i, 2004; BERDYYEVA et ai, 2005) ou encore son 
potentiel cancéreux (LEKKA et a i, 1999).
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Figure 9 : Lecture d ’une courbe de force-élongation. Dans cet exemple est représentée 
une pointe de cantilevier modifiée par l’attachement d’une macromolécule (chaîne bleue). 
Des récepteurs pour cette molécule ont également été fixés sur la surface de l’échantillon 
(schématisés par de petits points rouges). Cet agencement s’apparente aux expériences sur 
le couple HA/CD44. Toutefois, à des fins de simplification, cette illustration présente le 
récepteur sur une surface artificielle au lieu d’être sur la surface cellulaire. La courbe de 
force-élongation se divise en deux parties, soit la courbe d’approche en bleu et la courbe de 
rétraction en rouge. La pointe est initialement située à 5 pm au-dessus de la surface (1). 
Lors de son abaissement, la courbe d’approche est enregistrée, et ce, jusqu’à ce que la 
pointe touche la surface de l’échantillon (3). Ce contact se traduit, sur le graphique, par un 
abrupt changement de la force (rectangle ombragé). La pointe est ensuite rétractée vers sa 
position initiale (de 4 à 7), course qui est suivie par l’enregistrement de la courbe rétraction 
en rouge. La liaison qui a été créée entre les paires de reconnaissance moléculaire résistent 
à la dissociation mécanique jusqu’à ce que le lien se rompe (6). Ces événements sont 
observables sur la courbe de rétraction par une augmentation rapide de la force suivie par 
une discontinuité qui la renvoie à sa ligne de base lorsque survient la rupture du lien 
moléculaire.
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L’attachement de bio-molécules sur la pointe permet de générer des courbes de 
rétraction qui peuvent être particulièrement intéressantes pour caractériser les facteurs 
déterminant les propriétés de biomolécules ou d’assemblages biologiques. Par un design 
expérimental approprié, il est possible de mesurer les forces impliquées dans la 
conformation de plusieurs entités biologiques (FISHER et al., 2000) telles que des 
polysaccharides (MARSZALEK et al., 2002; KHATRI et al., 2007), des protéines 
structurelles (WANG et al., 2001) ou membranaires (MULLER et a i, 2006), des brins 
d’ADN (STRUNZ et a i, 1999) et même de mesurer la force de rupture d’une liaison 
covalente (GRANDBOIS et a i, 1999).
7.1 L’AFS ET LES RÉCEPTEURS D’ADHÉSION
Par des expériences similaires à ce qui est illustré en figure 9, la caractérisation des 
forces auxquelles résiste l’association non covalente de deux molécules a donné un nouvel 
essort à la compréhension biophysique des interactions moléculaires. Un intérêt 
considérable a été porté sur cette capacité de l’AFS, et ce, particulièrement pour l’étude des 
récepteurs d’adhésion (LEE et a i, 2007; HELENIUS et ai, 2008). Ces expériences 
fournissent une manne d’informations qui révèlent la complexité d’une liaison en réponse à 
des forces mécaniques externes. Il est observé que la force pouvant être soutenue par la 
liaison d’un ligand à son récepteur varie selon la vitesse à laquelle cette force est appliquée. 
Cette relation permet de définir le paysage énergétique de l’interaction bio-moléculaire. 
Développée par Evans et Ritchie (EVANS et RITCHIE, 1997), à partir du modèle de Bell 
(BELL, 1978), la spectroscopie dynamique de force parvient à décrire les barrières 
énergétiques et les constantes de dissociation selon les régimes de force (LEE et a i, 2007). 
Ces paramètres autorisent un regard approfondi sur les caractéristiques des interactions 
moléculaires non-statiques impliquées dans l’adhésion cellulaire (DETTMANN et a i, 
2000; MITCHELL et a i, 2007; ROBERT et a i, 2007; MITCHELL et a i, 2008). Certaines 
propriétés peuvent alors se révéler telles qu’une multiplicité d’états de transition avant la 
rupture de la liaison (LI et a i, 2003a) ou encore en un accroissement de la résistance du 
lien avec l’augmentation du débit de la charge (MARSHALL et a i,  2003). Telles que 
schématisées en figure 9, ces mesures sont couramment effectuées sur des paires de
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reconnaissance moléculaire fixées respectivement sur la pointe de l’AFM et sur 
l’échantillon, une lamelle de verre par exemple.
Sur des cellules vivantes, l’élasticité membranaire et l’instabilité mécanique des 
récepteurs rendent difficile l’interprétation des résultats AFS et la caractérisation de ces 
paramètres. Les mesures AFS sur cellules étant confrontées à ce problème d’instabilité 
mécanique des protéines membranaires, il n’est pas rare d’observer que, suite à la 
formation d’interactions spécifiques, la rétraction de la pointe entraîne la formation de 
longues extensions membranaires (BENOIT et a l, 2000; ZHANG et a l, 2004; PUECH et 
a l, 2005). Ces tubes membranaires, d’un diamètre nanométriques, peuvent atteindre 
jusqu’à 30 pm de longueur (DAVIS et SOWINSKI, 2008). Leur implication physiologique 
s’observe notamment dans les premières étapes de l’arrêt des neutrophiles et des 
lymphocytes sur l’épithélium ainsi que dans l’agrégation plaquettaire (DEGRENDELE et 
a l, 1996; SCHMIDTKE et DIAMOND, 2000; GIRDHAR et SHAO, 2004; 
RAMACHANDRAN et a l, 2004). Dans les courbes AFS, ces extensions apparaissent sous 
la forme de longs plateaux de force constante se terminant par une cassure de quelques 
dizaines de pN (SUN et a l, 2005). La présence de ce plateau peut être vue comme la 
déplétion graduelle du réservoir membranaire pendant la rétraction de la pointe 
(RAUCHER et SHEETZ, 1999). Leur force de rupture est indépendante du type d’adhésion 
(GIRDHAR et SHAO, 2004) mais sera influencée par l’association de la membrane avec le 
cytosquelette d’actine (RAUCHER et SHEETZ, 1999; RAUCHER et a l ,  2000; SUN et a l, 
2005). Toutefois, si un ancrage insuffisant des récepteurs sur le cytosquelette d’actine 
produit la création d’extensions membranaires lors de mesures visant à définir leur profil 
d’interactions mécanique avec leurs ligands, ces déformations membranaires auront pour 
conséquence de complexifier considérablement l’analyse des résultats. Ce problème est un 
exemple du paradoxe énoncé par Bao et Suresh qui souligne la difficulté de mesurer les 
propriétés mécaniques des cellules si celles-ci réagissent aux manipulations inhérentes aux 
mesures expérimentales (BAO et SURESH, 2003). Cependant, il serait possible de tirer 
profit de ces extention membranaires pour investiguer, par AFS, les processus de 
stabilisation bio-mécanique des protéines membranaires. Cette façon de faire a déjà été 
exploitée par Afrin et Ikai en 2006 pour discerner l’attachement de certaines lectines au
45
cytosquelette d’actine d’érythrocytes (AFRIN et IKAI, 2006). De manière similaire, 
Schmidt et al. ont caractérisé la stabilité mécanique de récepteurs d’adhésions selon leur 
localisation à la surface de fibroblastes motiles en utilisant une trappe optique pour exercer 
une tension sur les intégrines (SCHMIDT et al., 1993). Ils ont ainsi observé, à l’arrière de 
la cellule, une plus grande disposition à former des extensions membranaires. Leurs 
résultats suggèrent qu’à l’avant de la cellule, l’association de ces récepteurs au réseau 
d’actine est favorable à la transmission d’une force de traction sur les sites d’adhésion. Par 
opposition, l’affaiblissement de cette association vers l’arrière de la cellule a pour 
conséquence soit de réduire l’affinité des intégrines au substrat, soit de permettre le 
déchirement de la membrane afin de libérer la cellule et d’autoriser son déplacement 
effectif. S’inspirant de ces résultats, nous avons mis au point un design expérimental visant 
à évaluer, par AFS, la stabilité mécanique du CD44 en relation avec la motilité des GM en 
culture.
7.2 CARACTÉRISATION DES MOUVEMENTS MEMBRANAIRES PAR AFS
Des fluctuations morphologiques soutenues ont été observées, par microscopie 
optique, sur plusieurs types cellulaires, principalement des érythrocytes (TUVIA et a l, 
1992; ZAMIR et al., 1992) et des cellules à locomotion de type amiboïde (MITTELMAN 
et a l, 1994; EHRENGRUBER et a l, 1996; AGERO et a l, 2003; PIERRES et a l, 2008). 
Du type mésenchymateux, seuls les fibroblastes ont aussi été caractérisés de cette manière 
(PLETJUSHKINA et a l, 2001; GIANNONE et a l, 2004; SALBREUX et a l, 2007; 
DUBIN-THALER et a l, 2008; COSTIGLIOLA et al., 2010). Chez ces dernières cellules, 
la contribution de l’acto-myosine, de même que certains de ses éléments de régulation ont 
été caractérisés pour leur contribution dans le maintien de ces mouvements. Ces résultats 
ont permis d’initier une meilleure compréhension des processus bio-mécaniques impliqués 
dans la motilité et l’adhérence. Cependant, contrairement aux cellules de type amiboïde, les 
éléments de contraction et les structures d’actine qui caractérisent la motilité de type 
mésenchymateuse montrent des localisations spécifiquement déterminées au sein de la 
cellule. Malheureusement, sonder les fluctuations membranaires, qui sont de très faibles 
amplitudes, est techniquement limitée à la périphérie des cellules adhérentes. L’AFS, dans
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un mode d’opération innovateur, pourrait se révéler particulièrement utile à la physiologie 
cellulaire en ouvrant la voie à la caractérisation des événements de contraction sur la 
totalité de la face dorsale des cellules adhérentes. La méthode expérimentale qui est 
envisagée consiste en la détection des mouvements cellulaires par la pointe de l’AFS.
Les premières mesures de ce type ont été réalisées par Shroff et al. en 1995 pour 
sonder les fluctuations membranaires de la surface de myocytes en culture (SHROFF et al., 
1995). Tirant avantage de la grande résolution spatio-temporelle de cet instrument, ils ont 
démontré que si la concentration extra-cellulaire de Ca2+ influe sur la périodicité des 
contractions, elle n’en modifie toutefois pas l’amplitude. En 1999, Domke et al. ont repris 
cette méthodologie pour définir le lien entre la cohérence fréquentielle de la contraction des 
cardiomyocytes et le degré de confluence des cultures (DOMKE et a l,  1999). Ils ont aussi 
démontré que les profils des fluctuations membranaires variaient en fréquence et en 
amplitude selon leur localisation à la surface de la cellule. Chez les myocytes, l’amplitude 
des fluctuations est très importante, de l’ordre de quelques centaines de nanomètres, ce qui 
facilite considérablement les expérimentations et l’analyse des résultats. Les cellules non 
musculaires contiennent une quantité beaucoup moins importante d’acto-myosine. Il est 
donc très probable, dans l’éventualité où la hauteur de la surface des cellules adhérentes 
fluctuerait, que ces mouvements soient d’une amplitude sub-micrométrique puisque, 
jusqu’ici, ils n’ont pas été détectés par les techniques de microscopie optique. L’AFS a 
permis de révéler, sur des cellules non-musculaires, la lignée HEK, des déplacements de la 
membrane de seulement quelques nanomètres d’amplitude, induits artificiellement par des 
différences de potentiels membranaires (ZHANG et al., 2001; PAMIR et al., 2008). Dans 
notre laboratoire, mon collègue Charles Cuerrier a démontré un mouvement vertical 
transitoire de plus d’une centaine de nanomètres à la surface apicale de cellules HEK, 
suivant une stimulation à l’angiotensine II (CUERRIER et al., 2009a). Il a montré que cette 
réponse mécanique était accompagnée d’un remaniement du réseau d’actine et d’une forte 
contraction de la myosine. Par l’emploi de Y-27632 et de ML-9 (un analogue du ML-7), il 
a aussi souligné la contribution de RocK dans l’induction de cette contraction, lui 
permettant ainsi de définir la contribution préférentielle de la voie G12/13 suivant l’activation 
du récepteur ATi. De manière intéressante, l’ajout d’angiotensine ne provoque pas
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uniquement une forte contraction transitoire; celle-ci est également suivie d’une fluctuation 
soutenue de la membrane, d’une amplitude de quelques dizaines de nanomètres. Deux 
autres études ont rapporté des fluctuations similaires mais spontanées sur des fibroblastes 
(SZABO et a l, 2002; PELLING et al., 2007). Ces travaux présentent deux méthodes 
d’analyse des fluctuations membranaires obtenues par AFS. Elles permettent non seulement 
d’évaluer leurs amplitudes générales ainsi que la vitesse à laquelle elles se produisent 
(SZABO et a l, 2002), mais également d’extraire les composantes fréquentielles des 
oscillations (PELLING et al., 2007). Ces paramètres ont été utilisés afin de définir la 
relation entre les fluctuations mécaniques et les structures d’actine, l’activité cellulaire et la 
vélocité des bordures de la cellule. Contrairement aux expérimentations de Charles 
Cuerrier, ces auteurs ont enregistré ces fluctuations sur des fenêtres de temps très 
restreintes, soit de quelques dizaines de secondes. Cependant, les résultats AFS de Pelling, 
en accord avec ceux obtenus par des techniques optiques (EHRENGRUBER et a l, 1996; 
PLETJUSHKINA et a l, 2001; GIANNONE et a l, 2004; DUBIN-THALER et a l,  2008; 
COSTIGLIOLA et a l, 2010), définissent la périodicité de mouvements oscillatoires des 
cellules non-musculaires entre quelques secondes et une minute. Ainsi, il nous est apparu 
nécessaire de conduire les enregistrements AFS sur un temps plus important pour 
caractériser ces mouvements avec plus d’exactitude et pour observer d’éventuelles 
périodicités oscillitoires. Nous avons également adapté et intégré les méthodes d’analyse 
proposées par Szabo et al et Palling et a l pour clarifier la relation entre amplitude et 
fréquence d’oscillation. L’analyse a été passablement modifiée afin de préciser la 
cohérence des fluctuations en fonction de la qualité des répétitions des composantes 
fréquentielles ou, en d’autres termes, permettre de définir leur significativité dans un signal 
largement aléatoire.
8. ÉVALUATION DES POINTES DE HA SUR LES CRISTAUX D’OXALATE DE 
CALCIUM.
L’attachement de bio-molécules sur les pointes AFM est d’un usage courant qui 
peut être réalisé de différentes manières. Une méthode très employée pour l’immobilisation 
de groupements chimiquement utilisables à la surface des pointes consiste en l’usage 
d’éthoxy ou de métoxysilanes (BENOIT et al., 2000; DETTMANN et a l ,  2000;
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GRANDBOIS et al., 2000; AFRIN et a l,  2004; HANLEY et al., 2004; MITCHELL et al., 
2007; YANG et al., 2007; MITCHELL et al., 2008). En réagissant avec les silanols (Si- 
OH) de la surface de la pointe, ils permettent l’attachement de groupements, principalement 
des époxydes ou des amines primaires, utiles pour les procédures subséquentes de 
couplages chimiques. Par l’utilisation d’un amino-silane, l’attachement des molécules 
d’intérêt biologique se fera par activation de leur groupements carboxyliques à l’aide de 
carbodiimides et/ou des succinimides. Ce protocole peut toutefois présenter certaines 
difficultés. Ainsi, pour obtenir une couche mince et uniforme d’amino-silane, tout en ayant 
une densité maximale, j ’ai investi une importante somme de travail dans l’optimisation de 
la procédure. Bien que le protocole complet de l’attachement du HA aux pointes soit décrit 
en détails dans les deux premiers articles de la thèse, une schématisation succincte de 
l’attachement de l’amino-silane et du HA sur les pointes AFS, est présentée 
séquentiellement en figure 10A-C.
Le HA, en tant qu’élément de reconnaissance bio-moléculaire, montre plusieurs 
avantages techniques pour les expériences AFS. Sa structure moléculaire à la fois simple et 
de taille imposante facilite son attachement aux pointes AFM et aide à l’interprétation des 
résultats. Il est souvent utile d’introduction d’un espaceur moléculaire entre la couche de 
silane et la molécule d’intérêt afin de faciliter l’orientation spatiale de cette dernière 
(LEHENKARI et HORTON, 1999; BENOIT et al., 2000; DETTMANN et al., 2000; 
GRANDBOIS et al., 2000; WIELERT-BADT et al., 2002; PUNTHEERANURAK et a l, 
2006; MITCHELL et al., 2007; MITCHELL et al., 2008). Cet espaceur permet ainsi 
d’éloigner, dans les courbes AFS, les ruptures significatives de la zone de non-spécificité 
située près de la surface de l’échantillon (portion de la courbe rouge de la zone ombragée 
en fig. 9). À ce titre, la structure linéaire du HA et sa taille imposante éliminent le besoin 
d’utiliser un espaceur moléculaire. Le HA que nous avons utilisé a un poids moléculaire 
d’environ 2 000 kDa, soit une longueur de plus de 5 pm. De plus, tel qu’illustré en figure 
10B, les nombreux groupements carboxyliques et l’absence d’amines intrinsèques dans la 
molécule de HA facilitent les procédures de son attachement aux pointes de l’AFM. Il sera 
ainsi couplé rapidement aux amines du silane par l’emploi de N-éthyl-N’-(3- 
diméthylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC). Les pointes ainsi modifiées
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Figure 10 : Fonctionnalisation et caractérisation des pointes de HA. Les
principales étapes de l’attachement du HA aux pointes AFS sont séquentiellement 
schématisées en A), B) et C). Les pointes sont d’abord amino-silanisées par l’emploi de N'- 
[3-(trimethoxysilyl)-propyl]-diethylenetriamine : A). Les groupements carboxyliques du 
HA sont ensuite activés par l’EDC qui permettra leur fixation aux aminés de la pointe par 
la formation d’un amide : B). La construction moléculaire aura, au final, l’apparence d’une 
brosse polymérique : C). En D) est présentée une courbe de force-élongation visant à 
évaluer l’efficacité de l’attachement du HA à la pointe AFS. La caractérisation de son 
interaction avec une surface de verre amino-silanisée définie certaines de ces propriétés. A 
l’approche de la pointe (courbe bleue), l’attraction électrostatique entre les amines de la 
surface et le caractère anionique du HA provoque un brusque saut de la pointe vers la 
surface. L’événement est marqué d’un astérisque. L’importance des discontinuités, sur la 
courbe en rouge, ainsi que l’air sous cette courbe permettent une évaluation de la densité de 
HA qui a été fixé sur la pointe. La dernière rupture renseigne également sur la longueur 
maximale de la brosse polymérique que forme le HA sur la pointe.
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présenteront les molécules de HA sous la forme d’une brosse polymérique (fig. 10C). 
Avant de procéder aux expériences d’intérêts biologiques et afin de s’assurer de l’efficacité 
de la modification chimique des pointes, la densité de HA a été systématiquement évaluée 
par des tests sur des lames de verres amino-silanisées. Les charges positives exhibées par 
ces surfaces engendrent une forte interaction électrostatique avec les charges négatives du 
polysaccharide ce qui provoque, sur les courbes d’approche, une attraction de longue 
distance qui plaque la pointes sur la surface amino-silanisée (événement désigné par * en 
fig. 10D). Suite à la rétraction de la pointe (courbe en rouge), le nombre de ruptures fournit 
un aperçu de la densité de HA. De plus, en répétant plusieurs fois ces cycles d’approches et 
de rétractions, il est possible de vérifier la solidité de l’attachement du HA aux pointes. 
Enfin, la longueur maximale des molécules (environ 5 pm) témoigne également de 
l’efficacité du protocole ainsi que de l’absence de polymérisation entre les molécules de 
HA.
Avant de tenter les mesure d’interaction HA/CD44 sur cellules, des considérations 
importantes doivent être prises en compte car les mesures AFS sur des cellules en culture 
présentent plusieurs difficultés. Premièrement, certains types cellulaires, tels que les 
glioblastomes, ne supportent pas une exposition prolongée à des températures inférieures à 
37°C, nous imposant d’importantes modifications instrumentales pour répondre à cette 
exigence. Deuxièmement, comme mentionné plus haut, les tests AFS sur cellules peuvent 
engendrer la création d’extensions membranaires. Ce phénomène sous-tend la possibilité 
que les pointes de HA puissent être contaminées par l’extraction des récepteurs CD44 ainsi 
que par des portions membranaires arrachées à la cellule. Troisièmement, les cellules ne 
peuvent être maintenue sous l’AFS que pour une période de temps restreinte puisse que les 
conditions n’y sont pas stériles. Bien qu’en utilisant un milieu adéquat ont puissent garder 
les cellules dans l’enceinte pendant plusieurs heures, il faut toutefois se méfier de 
l’évaporation du milieu et être attentif aux moindres signes de fatigue cellulaire et de 
contamination. Finalement, l’efficacité de l’attachement du HA aux pointes AFS peut 
varier considérablement selon le protocole employé. Ainsi nous avons voulu tester notre 
méthode de modification chimique des pointes et nous familiariser à leur emploi sur un
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système plus simple avant d’aborder le travail sur cellules. Pour se faire nous avons 
caractérisé l’interaction mécanique du HA avec la surface de cristaux COM.
Les cristaux d’oxalate de calcium monohydrate (COM) sont des structures qui se 
forment presque inévitablement dans la tubulure rénale, mais qui passent la plupart du 
temps inaperçues durant la miction. Toutefois, des changements dans la composition de 
l’urine peuvent entraîner une augmentation de leur taux de croissance et de leur agrégation 
et ainsi résulter en la formation de pierres de taille problématique (KOK et al., 1990; 
MILLAN, 1997; CHRISTMAS et al., 2002; DE YOREO et al., 2006). En augmentant leur 
temps de résidence dans des conditions propices, les cristaux ont considérablement plus de 
chances de s’agréger et de croître. Ce phénomène serait accru par des lésions de 
l’urothélium qui ont pour conséquence d ’amener la sécrétion d ’une matrice pro- 
prolifératif et favorable à la migration cellulaire. Il a été observé irt vivo que les cristaux 
COM adhérent de préférence à cette matrice et que celle-ci est enrichie en HA, lui-même 
ancré à la surface des cellules épithéliales par l’expression du CD44 (VERKOELEN et al., 
2000; ASSELMAN et al., 2003; ASSELMAN et al., 2005). L’interaction entre le HA et la 
surface de ces cristaux est donc d’un grand intérêt physiologique et la simplicité 
biochimique de cette interaction offre le potentiel d’un regard assuré sur les principes qui 
gouvernent cette association.
Les groupements carboxyliques du HA sont déprotonés à un pH supérieur à 4.5 
(CLELAND et al., 1982) ce qui confère à la molécule une forte aptitude à lier les cations et 
plus particulièrement les ions Ca2+ (GABRIEL et CARR, 1989). Le principe de 
l’interaction entre le HA et les cristaux COM pourrait donc être essentiellement 
électrostatique. En vue de moduler expérimentalement cette interaction, deux éléments ont 
attiré notre attention : le citrate qui est couramment prescrit pour le traitement des 
néphrolithiases et l’acidité des urines qui est un important facteur de risque dans la 
pathologie (PARK, 2007). De manière intéressante, leur rôle respectif dans la rétention des 
cristaux aux parois de la tubulure rénale pourrait s’expliquer par leur capacité à modifier les 
charges de surface des cristaux (CURRERI et al., 1979; CALLEJAS-FERNÂNDEZ et al., 
1989).
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Pris dans leur ensemble, ces éléments ont justifié notre décision de nous familiariser 
avec l’emploi de nos pointes de HA sur les cristaux COM. Nous avons donc caractérisé 
l’interaction mécanique du HA avec les différentes faces des cristaux et évalué le rôle 
respectif du pH et du citrate dans ces interactions. Dans l’éventualité que nos résultats 
apporteraient des éléments en accord avec l’hypothèse d’une interaction électrostatique, 
nous aurions alors une évaluation de l’intégrité biochimique du HA après son attachement 
sur les pointes. Nous serions aussi à même de confirmer la fiabilité et la spécificité effective 
de notre protocole de mesure par AFS.
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Avant-propos : L’idée de sonder les cristaux COM avec les pointes de HA à été 
originalement fournie par le Docteur Plante. Ma participation a ensuite été exclusive dans 
l’élaboration, la planification et la réalisation des expériences. J’ai participé à l’écriture et à 
la révision du manuscrit de l’article concerné dans une proportion estimée à 80 %.
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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS DE L’ARTICLE
L’interaction entre l’acide hyaluronique (HA), présent à la surface des cellules de 
l’épithélium tubulaire, et les cristaux COM est soupçonnée de jouer un rôle important dans 
la formation des calculs rénaux. La spectroscopie de force, où le HA est lié de façon 
covalente à la pointe AFM, a été utilisée pour quantifier l’interaction entre le HA et les 
surface des cristaux de COM. Le travail de désadhésion des sondes de HA ainsi que la 
force de rupture de molécules individuelles de HA ont été caractérisés afin de comprendre 
les éléments de liaisons moléculaires entre le HA et les cristaux de COM. Ces résultats 
révèlent que le HA s’absorbe effectivement sur la surface des cristaux dans des conditions 
physiologiques. Il est aussi observé que l’adhésion augmente quand le pH est diminué à des 
valeurs reconnues pour accroître le risque de formation des pierres. L’adhésion du HA aux 
cristaux de COM peut être fortement amoindrie par la présence de citrate, un inhibiteur 
naturel de la rétention des calculs rénaux couramment prescrit pour le traitement et la 
prévention des néphrolithiases. Autre élément intéressant, nous avons également observé 
une liaison préférentielle du HA sur les faces cristallines [100] comparativement aux faces 
[010], suggérant une contribution majeure des faces [100] dans les processus de rétention 
des cristaux sur l’épithélium tubulaire et donc, dans la promotion de la formation des 
pierres. Ces résultats confirment clairement le rôle direct du HA, présent à la surface de 
l’épithélium tubulaire rénal, dans le processus de rétention des cristaux de COM.
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ABSTRACT
Interaction between hyaluronic acid (HA) present at the surface of tubular epithelial 
cells and calcium oxalate monohydrate (COM) crystals is thought to play an important role 
in kidney stone formation. AFM-based force spectroscopy, where HA is covalently 
attached to AFM-probes, was used to quantify the interaction between HA and the surfaces 
of COM crystals. The work of adhesion of the HA-probe as well as the rupture force o f 
single HA molecules were quantified in order to understand the molecular regulation of HA 
binding to COM crystals. Our results reveal that HA adsorbs to the crystal surface in 
physiological conditions. We also observed increased adhesion when the pH is lowered to a 
value that increases the risk of kidney stone formation. HA adhesion to the COM crystal 
surface can be suppressed by citrate, a physiological inhibitor of stone retention currently 
used in the treatment and prevention of kidney stone formation. Interestingly, we also 
observed preferential binding of HA onto the [100] face versus the [010] face, suggesting a 
major contribution of the [100] faces in the crystal retention process at the surface of 
tubular epithelial cells and the promotion of stone formation. Our results clearly establish a 
direct role for the glycosaminoglycan HA present at the surface o f kidney tubular 
epithelium in the process of COM crystal retention.
KEYWORDS
Calcium oxalate crystal, Hyaluronic acid, hyaluronan, AFM, force, citrate, pH.
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INTRODUCTION
The importance of calcium handling for the maintenance of the skeleton, in concert 
with the necessity to minimize water excretion, has led mammalians to foreseeable 
physiological complications. Ions are often brought to supersaturation in the collecting 
ducts of the kidneys where they easily precipitate. The so-formed crystals are normally 
excreted during miction, but in certain individual or physiological contexts, their 
uncontrolled growth leads to kidney stone formation, mainly composed of calcium oxalate 
monohydrate (COM) crystals (Khan and Kok, 2004). Intensive research has been carried 
out to elucidate the complex causes, and mechanisms leading to kidney stone formation. 
The main approaches have focused on the identification of urine components susceptible to 
influence growth dynamics and aggregation (Kok et al., 1990; Shirane and Kagawa, 1993; 
Millan, 1997; Christmas et al., 2002; De Yoreo et al., 2006). However, attachment of 
nascent crystals on the surface of the epithelial cells lining the renal tubules will increase 
their residence time in saturated urine. This will allow sufficient crystal growth and 
aggregation for problematic stone size. Studies have confirmed crystal retention on the 
tubular wall of nephron and also highlighted the importance of specific anionic sites at the 
cell surface for the binding of crystals on tubular epithelium (Lieske et al., 1996b, 2000; 
Asselman et al., 2003, 2005; Rabinovich et al., 2006). HA is a linear polysaccharide whose 
length can reach tenths of micrometers with a carboxyl group every two sugar rings. Hence, 
its numerous charges along its length result in a complex interaction with cations and 
particularly with calcium ions (Gabriel and Carr, 1989). HA was also shown to mediate the 
attachment of COM crystals on tubular epithelial cells (Verkoelen et al., 2000; Asselman et 
al., 2003, 2005). This confirms the importance of a better understanding o f the molecular 
interaction of HA and COM crystal.
Molecular recognition on crystals is particular in the sense that each face exhibits a 
distinct molecular arrangement most certainly leading to different affinities for a specific 
molecule. Atomic force microscopy (AFM) has been a valuable tool for imaging calcium 
oxalate crystal growth dynamics in a variety of physiological and pathological conditions 
(Shirane et al., 1999; Jung et al., 2004; Qiu et al, 2004, 2005). These studies have provided 
detailed information on the growth of crystals and the attachment o f urine components
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through nanoscaled morphological features at the crystal surfaces. AFM was also used, in 
its force measurement mode, to record the force required to separate AFM-tips modified 
with a variety of chemical groups from specific COM crystal faces (Sheng et al., 2003, 
2005a, 2005b). Interestingly, the strongest interaction was observed between carboxyl 
groups and the [100] face (Sheng et al., 2005a, 2005b). Based on the highest density of 
Ca found on this face, the authors proposed the involvement of electrostatic interaction 
between the carboxyl groups of the fimctionalized AFM-tip and the calcium atoms present 
on the crystal surfaces. Studies on calcium oxalate crystals have previously demonstrated a 
face-specific affinity for anionic molecules (Millan, 1997; Jung et al., 2004) as well as for 
renal epithelial cells (Lieske et al., 1996c). This suggests that naturally occurring COM 
crystals exhibit a face-dependant and distinctive interaction with specific biomolecular 
partners. In this context, a better understanding of the molecular interaction between HA 
and specific COM crystal faces would provide the basis for rational pharmacological 
interventions targeting kidney stone formation. In the present study, we investigated the 
interaction of HA with COM crystals on specific faces using AFM-tips fimctionalized with 
HA. Acidic urine is a major risk factor in kidney stone formation (Pak, 1998; Park, 2007) 
and possibly increased crystal retention (Lieske et al., 2004). On the other hand, citrate is a 
clinically important inhibitor of stone formation (Park, 2007) that potentially reduces 
crystal attachment to cells (Lieske et al., 1996a). Conversely, the mechanisms by which pH 
and citrate influence stone formation remain unclear (Pak, 1998; Rodgers et al., 2006; Park, 
2007; Whitson et al., 2007). To further investigate the mechanism governing the interaction 
between HA and COM crystals, we characterized the respective influence o f pH and citrate 
on HA and crystal interaction.
MATERIALS AND METHODS 
Preparation of COM crystals
COM crystals were prepared at 4°C by dropwise addition of CaCL (5 mM) into a 
sodium oxalate solution (5 mM). Crystals were then allowed to grow for a period of 3-6 
months. As seen on the SEM micrograph in Figure 1A, this protocol allows for the 
formation of large crystals, up to 15 pm, exhibiting predominant [100] and [010] faces.
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Miller indexation was performed by associating crystal morphology and face angle 
measurement from SEM images with data obtained through the crystal modelling SHAPE® 
software (Kingsport, TN, USA), provided with the single-crystal structure reported by 
Tazzoli (Tazzoli and Domeneghetti, 1980) ( P2 1 /c, a = 6.290 Â, b = 14.5803 Â, c = 
10.116 À, P =  109.46°).
The day before use, bulk COM crystal solution was passed through a polycarbonate 
filter of 10 pm size pores. Retained crystals were then resuspended and passed through a 
filter of 30 pm to eliminate large aggregates. The filtrate was washed in artificial urine 
(NaCl 140 mM, KC1 5 mM, CaCl 2 1.5 mM and urea 50 mM, pH 4.5), centrifuged and 
resuspended at high concentration in the same solution. One drop was placed on a HA 
modified glass slide for improved adhesion, incubated for 1 h, gently washed using Milli-Q 
water (Millipore Billerica, MA, USA) and allowed to dry until use. This protocol makes it 
possible to permanently fix individual crystals of sufficient size to a solid surface for AFM- 
based force spectroscopy experiments.
AFM experiments
Experiments were conducted with a homemade AFM-based force measurement 
device, mounted on an inverted phase contrast optical microscope. The latter was equipped 
with an x-y piezoelectric stage for precise positioning of the AFM-tip on the crystal surface 
(see schema in Figure 1C). Unless otherwise indicated, experiments were done in artificial 
urine pH 4.5. Data were collected using Labview® software (Nat. Instr. Corp. Austin, TX, 
USA) and the spring constant of the cantilevers was determined using the standard thermal 
noise calibration method (Butt and Jashka, 1995). The retraction speed of the AFM probe 
was kept constant at 3 pm /s and the maximum contact force between the tip and the crystal 
was maintained below 40 pN. Experiments were done in triplicates, recording hundreds of 
force curves for each experimental condition.
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Chemical attachment of HA to surfaces
HA has many characteristics making this biomolecule suitable for AFM-force 
experiments and this, both for chemical attachment to AFM-tips and further data analysis. 
As seen in Figure IB, it has a carboxyl group every two sugar rings and does not contain 
any amino group. This allows its efficient and simple carbodiimide mediated covalent 
linkage to an amino-bearing surface. Furthermore, as we will describe below, its simple 
linear structure and unusual length (up to 5 pm) ease the identification of single molecular 
events.
HA attachment to AFM-tips, based on carbodiimide chemistry, was achieved as 
described previously (Lamontagne and Grandbois, 2008). Briefly, AFM cantilevers, with a 
nominal spring constant of 0.01 N/m (MLCT- AUHW, Veeco, Woodbury, NY, USA), 
were cleaned for 30 s in 10% HF, incubated in nitric acid for 10 min, rinsed in Milli-Q 
water and dried. Glass slides were simply washed with Milli-Q water and dried. Both tips 
and glass slides were amino-silanized through vapour deposition of Nl-[3- 
(Trimethoxysilyl)-propyl]diethylenetriamine (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) at 80°C 
in an oven under vacuum for 4 h. Surfaces were then rinsed with Milli-Q water and cured 
for 2 h in the oven at 100°C under vacuum. A solution of HA at 1 mg/ml in PBS was 
activated with 80 mg/ml of N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
hydrochloride (EDC) (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) and laid on freshly prepared 
amino-surfaces for 10 min before extensive washes.
Data analysis
A typical force-extension curve is shown in Figure ID. In this experiment, a HA- 
functionalized AFM-tip is lowered to contact the COM crystal surface and immediately 
retracted making it possible to record a force-extension curve on the approach and 
retraction of the tip. The approach (black curve) is recorded from right to left, as the tip 
moves down toward the surface. The point of contact with the surface is marked with an *. 
The tip is then retracted (grey curve) and a retraction curve is recorded from left to right 
until it reaches it original position. In this curve, interactions between the HA-probe and the
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crystal surface are clearly detected. Every discontinuity in the retraction curve corresponds 
either to the ruptures of HA molecular bonds with the COM crystal surface or HA intra­
molecular bonds. However, to ensure the compilation of discrete unimolecular ruptures 
with the crystal, only the last event was considered in each curve (see the enlarged portion 
of the curve). The total binding energy or work of adhesion, in joules, required to separate a 
given HA-probe from the crystal surface, was also compiled. This value was obtained from 
the grey area under the retraction curve. However, unlike the unimolecular force, the work 
of adhesion is expected to be dependant on the density o f HA molecules grafted on the 
AFM-tip. This density fluctuated between the different HA-probes used. Therefore, for a 
better appreciation of the variations in the works of detachment, these values were 
normalized for each set o f experiments performed with a given HA-decorated tip. We 
present all works of adhesion as the percentage against an internal control specific for each 
tip. This control is the mean of the works of adhesion recorded in artificial urine pH 4.5 on 
the [100] face; the condition that produced the strongest binding. Hence, in this procedure, 
the same HA-probe is used to test all experimental conditions of a given set of data and, to 
take into account varying densities of HA on different AFM-tips, results are given in 
relative values.
When comparing two conditions, statistical analyses were carried out by Mann- 
Whitney U tests. One-way ANOVA, followed by Dunnett’s post-test, was used when 
comparing between multiple conditions.
RESULTS 
Interaction of HA and COM crystal in presence of artificial urine, calcium oxalate 
solution or pure water
HA molecular interactions occurring on the COM crystal surface is most likely to 
be influenced by the media in which the interactions are probed. Here, we compared the 
interaction of HA with COM crystals in artificial urine, saturated calcium oxalate solution 
(0.11 mM) and pure water. Experiments were performed on the [100] faces, which were
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Figure 1. Experimental design for probing the interaction of HA with COM crystal 
faces. The protocol we used to synthesize COM crystals produces predominantly large 
[100] and [010] faces as shown in the SEM pictures in (A). The multiple carboxyl groups 
on HA allow for efficient carbodiimide (EDC) mediated attachment of the polysaccharide 
on an amino-silanized AFM probe (B). The fimctionalized probe can be precisely 
positioned on a crystal as depicted by the schema in (C). A typical force-extension curve is 
presented in (D). The point where the tip contacts the surface is marked with an *. The grey 
area under the curve represents the work of adhesion, in joules (J), between the HA-probe 
and the crystal. For this curve 2.15 E-16 J of energy was calculated. The last rupture in the 
retraction curve (enlarged portion of the curve) was used to quantify the rupture force (pN) 
of a single HA molecule with the crystal surface. In this particular case a rupture force of 
24 pN was measured.
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shown to generate the strongest interaction with various chemical groups (Sheng et al., 
2005a). In Figure 2A, we present typical force-extension curves recorded while probing 
HA-crystal interactions. The left-hand curve is an example of a non-binding event. The 
centre curve shows the extension and rupture of a single HA molecule. These first two 
curves are often encountered in the conditions of a weak HA-crystal interaction. The right- 
hand curve exhibits a more complex signature of molecular interactions. The latter is 
representative of the force-interaction profiles obtained when measurements are taken in 
artificial urine. As stated in the previous section, two binding parameters were quantified in 
all experiments; the work of adhesion (represented by «W» and the rupture force of a single 
molecular event (represented by «AF»), The work of adhesion of a particular HA-probe 
with the COM crystal surface is obtained by quantifying the area under the retraction curve 
and can be assimilated to the global binding energy of the probe for the crystal. However, 
to take into account variability in HA density on different AFM probes, data were 
expressed in terms of percentage relative to the energy measured in artificial urine. Figure 
2B presents the histograms of the relative works of adhesion of the HA-probes measured in 
artificial urine (aU), saturated calcium oxalate solution (Ox) and pure water (H2O). As 
mentioned above, binding events were not always present when probing for interactions 
between Ha and the crystal surface. The number of curves showing no sign of interaction is 
reported in the first bin of histograms. If all contact of the HA-probes with the crystal 
surface generated mechanical binding events in artificial urine, in saturated calcium oxalate 
solution only 58% of the curves showed interaction. Measurements in pure water eliminate 
the possibility of observing any interaction. Calcium oxalate solution not only diminishes 
the probability of observing an interaction but also reduces the general work of adhesion to 
24% ( p < 0.0001) of the median recorded in artificial urine. Figure 2C presents the 
histograms of the rupture forces of the bonds made between individual HA molecules and 
the surface of COM crystals in the different media tested. Only the rupture force of the last 
event in the retraction curve has been considered as the signature o f a single molecular 
desorption from the crystal. This value is independent of the density of HA on the AFM 
probes and can therefore be expressed in absolute value of forces (pN). Statistical analysis, 
demonstrated that the general force of interaction was significantly different (p < 0.0001)
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depending on the experimental media; the medians being around 76 pN in artificial urine 
and shifting toward 41 pN in saturated calcium oxalate solution.
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Figure 2. HA interaction with COM crystals depends on the experimental media.
Curves in (A) show typical AFM recording when probing HA and crystal interaction. The 
left-hand curve shows no sign of interaction while the curve in the middle presents a single 
molecular rupture. The right-hand curve shows more complex adsorption events with, 
presumably, several HA strands interacting with the crystal. The work of adhesion (W) and 
the rupture force of a single molecular event (AF) are calculated from these curves and 
reported in the respective histograms. Histograms in (B) present the relative work of 
adhesion (%) in reference to artificial urine (aU), in either saturated calcium oxalate 
solution (Ox) or pure water (H20). Histograms in (C) show the molecular forces (pN) 
linking HA molecules to the COM crystals in the same conditions as in (B). When relevant, 
the first bin corresponds to the number o f curves where no adhesion events are recorded. 
The medians of the force distributions are indicated by arrows.
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Figure 3. Interaction of HA on the [100] and the [010] faces of COM crystals.
Histograms in (A) present the relative work o f adhesion (%) of the HA-probes for the [100] 
and the [010] faces. To allow compilation of data recorded with different HA-decorated 
AFM probes, the mean of work of adhesion measured on the [100] faces was set to 100%. 
The data obtained on the [010] faces were then normalized with respect to the [100] face. 
The rupture forces (pN), of single HA molecules with the specified crystal face, are 
presented in the histograms in (B). The medians o f the force distributions are indicated by 
arrows.
Influence of two specific faces on HA binding
The proposition that crystal shape is influenced by the preferential binding of biomolecules 
along specific crystal faces is unambiguously supported by growth dynamic studies 
(Shirane and Kagawa, 1993; Millan, 1997; Shirane et al., 1999; Qiu et al., 2004, 2005; De 
Yoreo et al., 2006). Using AFM, Sheng and co-workers (Sheng et al., 2005a, 2005b) were 
the first to quantitatively demonstrate the preferential binding of various functional 
chemical groups to specific COM crystal faces. Following up on this work, we quantified 
the interaction of HA with two specific COM crystal faces: the [100] and the [010] faces 
(see Figure 1A). In Figure 3, we present the results in terms of the relative works of 
adhesion and molecular rupture forces. The relative binding energy of the HA-probes is 
calculated as a percentage from the mean of the values measured on the [100] face. On the
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[010] face, the median of the work of adhesion is reduced to 56% compared to the [100] 
face, showing a greater avidity of the [100] face for HA molecules (Figure 3 A). The rupture 
forces of the bond linking single HA strands to a specific face are compiled in the 
histograms in Figure 3B. It presents a significant reduction of the median forces, passing 
from 69 pN on the [100] face to 56 pN on the [010] face. Additionally, the spreading o f the 
data distribution at the right of the median is greater on the [100] face, which seems to 
allow for exceptionally high forces of interactions. The changes in both of these 
parameters, the relative work of adhesion of the HA-tips and the rupture force of single HA 
strands interaction with crystal surfaces, are significantly different on the two faces (p < 
0.0001) and demonstrate a preferential interaction of HA molecules at the [100] crystal face 
compared to the [010] face.
Influence of urine pH and citrate on HA binding to COM crystals
Acidic urine and low citrate excretion are dominant predisposition factors in the 
pathogenesis of kidney stone formation (Pak, 1998; Park, 2007). Even though, acidic urine 
(pH < 6.5) is commonly observed in patients, its influence on stone formation has received 
little attention. Conversely, the action of citrate salts is now largely documented as a potent 
inhibitor of crystal growth and aggregation (Kulaksizoglu et al., 2007; Park, 2007). In this 
context, we performed experiments to investigate how pH conditions and citrate influence 
HA binding at the [100] face of COM crystals. The pH of artificial urine was adjusted from 
4.5 to 6.5, which is in the range of variations encountered in the pathological conditions 
leading to stone formation. Citrate was added to a final concentration of 5 mM, according 
to therapeutic concentration. Figure 4A presents the effect of pH and citrate on the work of 
adhesion between the HA-probes and the [100] crystal face. These results are presented 
relative to the work measured in artificial urine at pH 4.5 without citrate. We observed that, 
increasing the pH from 4.5 to 6.5, has a major impact on COM crystal avidity for HA, 
causing a 25% decrease in the relative energy required to detach HA-probes from COM 
surfaces. Moreover, these results show that citrate contributes to reducing the work of 
adhesion to 19 and 1% in pH 4.5 and 6.5, respectively; in comparison with the measurements
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Figure 4. Modulation of HA binding to COM  crystals by pH and citrate. The influence 
of varying urine pH from 4.5 to 6.5 on the interaction of HA with the [100] face o f COM 
crystals was tested in the presence or absence of sodium citrate (5 mM). Histograms in (A) 
show the works of adhesion relative to the measurements taken at pH 4.5 in the absence of 
citrate. The rupture forces of single HA molecules are reported in the histograms in (B). 
The first bin, when present, refers to the number of curves that failed to display adhesion 
events. The median forces are indicated by arrows.
taken in acidic urine atone. All four experimental conditions generated statistically different results 
(p < 0.0001). Figure 4B shows the results in terms of detachment forces of single HA 
molecules from COM crystal surfaces. Acidic artificial urine (pH 4.5) generated median 
forces of unimolecular interactions around 68 pN. Increasing the pH to 6.5 significantly 
reduced high interaction forces and lowered the median forces to 54 pN. Addition of citrate
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led to a greater overall reduction of the forces o f molecular interactions, reducing the 
medians to 34 and 24 pN, at pHs of 4.5 and 6.5, respectively. All four conditions generated 
statistically different results (p < 0.0001), with the exception that no significant differences 
were observed between data generated at both pHs in the presence of citrate. Additionally, 
the proportion of the curves showing at least one interaction event shifted from 100% in 
acidic artificial urine (pH 4.5) to 86% in neutral artificial urine (pH 6.5). In the presence of 
citrate, the probability to record binding events was further reduced to around 65%. These 
findings suggest that the action of citrate, on the interaction forces between HA and the 
COM crystal surface, is very significant and overcomes the influence of the physiological 
variations of pH.
DISCUSSION
Adhesion of COM crystals on cells expressing HA and CD44 receptors at their 
luminal surface has been proposed as a key molecular event in the process of stone 
formation in renal tubules (Finlayson and Reid, 1978; Lieske et al., 1996a; Asselman et al., 
2003; Verkoelen and Verhulst, 2007). In a noteworthy study, Asselman et al. (2003), 
confirmed the importance of calcium oxalate crystal retention in ethylene glycol intoxicated 
rat models. They demonstrated crystal attachment to injured areas o f renal tubules 
populated by cells expressing HA and the CD44 receptor at their luminal surface. In this 
context, a better understanding of the molecular interaction of HA with COM crystals, in 
relevant physiological conditions, is required for the design of highly specific and potent 
inhibitors preventing COM crystal retention. AFM experiments presented in this paper 
clearly demonstrate that HA readily adheres to COM crystal surfaces.
Interactions of various chemical groups were previously quantified using AFM- 
based force spectroscopy in saturated calcium oxalate solution, a condition which is 
assumed to preserve the structural integrity of the crystal surface (Sheng et al., 2005a). 
Even though saturated calcium oxalate condition leads to interactions between the HA 
decorated AFM-tip and COM crystal surface, we observed much larger energies of 
adhesion of the probes and higher rupture forces of molecular bond in urine mimicking
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solution (Figure 2). Additionally, the possibility of recording interactions in pure water was 
totally abolished, indicating that a potentially dissolving or unstable crystal surface does not 
support interaction with HA. Attempts to identify components (NaCl 140 mM, KC1 5 mM, 
CaCl 2 1.5 mM and Urea 50 mM) in artificial urine that mediate stronger binding was 
outside the scope of this study. COM retention at the cell surface was previously shown to 
depend on calcium concentration with a maximum interaction at around 100 mM of Ca2+ 
(Lieske et al., 2004; Rabinovich et al., 2008), a concentration far higher than normally 
observed in urine. Indeed it is possible that the interaction between HA and the crystal 
surface can be increased by important Ca2+ concentration but our results clearly establish 
that in physiologically relevant conditions significant binding occurs between HA and the 
crystal surface. The importance of crystal aggregation in kidney stone formation has led to 
the publication of a number of studies aimed at the characterization of the apparent surface 
charges or zeta potential of the crystal in different conditions (Curreri et al., 1979; Norman 
et al., 1984; Callejas-Femandez et al., 1989, 1993). Most interestingly, it was found that 
calcium has a major effect on crystal surface charges (Curreri et al., 1979; Callejas- 
Femandez et al., 1989). At calcium concentrations below lO^/pM, COM crystals exhibit a 
negative charge, which inverses and increases with increasing concentration o f calcium. 
Therefore, in pure water, the COM surface charge is expected to repulse HA molecules, 
which could explain why a saturated calcium oxalate solution (Ca2+: 0.11 mM) leads to 
weaker HA-COM surface interactions than artificial urine contain-ing 1.5 mM Ca2+. It was 
also found that the concentration of urea in urine, alone, could screen the surface charge of 
COM crystals (Callejas-Femandez et al., 1993), an effect that is very likely to be modulated 
by the presence of the other components such as Ca2+ present in urine.
The next aspect investigated was HA interaction with two specific COM crystal 
faces. Crystallographic principles state that because faces have a direct relationship to the 
internal structure, they thus have a direct and consistent angular relationship to each other. 
Therefore, once the elementary structure of a crystal is known (Tazzoli and Domeneghetti, 
1980), Miller indexing of the faces can readily be performed through angle measurement of 
their edges and consequently, the molecular arrangement of any face can by deduced. 
Attachment of calcium oxalate crystals to renal epithelial cells was previously shown to be
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face-specific with a higher occurrence on the [100] face (Lieske et al., 1996c). Sheng et al. 
(2005a, 2005b) have shown that the [100] face has the greater propensity to interact with 
carboxyl groups grafted on an AFM-tip and these interactions are more than four times 
stronger than the ones recorded on the [010] face. According to the authors, the difference 
in calcium charge densities on both faces provides a rational for the face-specific binding 
where ionic interaction with calcium ions on the crystal surface is a key mediator for 
carboxyl containing molecule interaction. HA functionalized AFM-tips were expected to 
interact differentially with the [100] and [010] crystal faces. The results we present here 
show that HA-probe interaction with crystal surface exhibits a direct correlation in the work 
of adhesion and calcium density present on the faces of COM crystal (Figure 3A). This 
density is evaluated at 0.0542 Ca2+ /Â2 for the [100] face and at 0.0333 Ca2+ /Â2 for the 
[010] face. The 61% difference in the calcium density is similar to the 56% variation 
observed in the work of adhesion of the HA-probes on these two faces. We also observed 
that the rupture forces of HA strands at the [010] surface are significantly reduced in 
comparison to the [100] face (Figure 3B). However, the influence of face specificity is 
stronger on the work of adhesion of the HA-probe in comparison to the molecular rupture 
forces of single HA. This indicates that the crystal faces dictate the apparent density o f the 
adhesion sites for HA. However, once engaged, HA is retained with a similar force on these 
adhesion sites. These results are consistent with the preferential binding o f the [100] face 
on epithelial cells (Lieske et al., 1996c). At this point, it is tempting to speculate that 
conditions leading to the formation of crystals with prominent [100] faces would increase 
crystal retention mediated by HA present at the surface of tubular epithelial cells. However, 
the apparent correlation between surface avidity for HA and calcium density of the COM 
faces underscores the importance of calcium and ionic interaction in the binding of HA to 
COM crystals.
Urine acidity and citrate excretion are important factors in kidney stone formation 
(Pak, 1998; Park, 2007). However, their respective contributions in the lithiasis process are 
still a mater o f debate (Rodgers et al., 2006; Whitson et al., 2007). Possible actions of 
citrate are numerous. Mainly, it can increase urine pH (Sakhaee et al., 1983) or sequestrate 
free Ca2+ ions (Rodgers et al., 2006). It can also interfere with the stone formation process
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by binding directly to COM crystal surfaces, affecting their growth (De Yoreo et al., 2006), 
aggregation (Kok et al., 1990) and retention on tubular epithelial cells (Lieske et al., 
1996a). In this context, our experiments were designed to provide details on the respective 
effect of pH variations in the presence or absence of citrate. The results demonstrate 
(Figure 4A) that a change from a normal pH (6.5) condition to a pathologically associated 
urine pH (4.5) produces a two-fold increase in the energy required to dissociate HA-probes 
from the [100] crystal surface. Two studies (Verkoelen et al., 1995; Lieske et al., 2004) 
reported that adhesion of COM crystals seeded on kidney epithelial cells is modulated to 
the same extent by pH. Interestingly, we noted that, if citrate is present, its inhibitory effect 
on HA-crystal interaction is much stronger than the protective effect of alkalinizing urine 
alone. The inhibitory effect of citrate and, to a lesser extent, o f  pH increase is also reflected 
in the unimolecular forces linking HA to crystal surface. At a low pH of 4.5, the median 
force is 68 pN for a single bond and increasing the pH to 6.5 reduces this force to 54 pN. If 
this difference in the medians is quite small, the distribution o f the data is, however, heavily 
influenced by this pH increase. The population of higher forces is reduced and 
proportionally, smaller forces are more often encountered. Carboxyl groups on HA 
molecules are essentially deprotonated at both pH 4.5 and 6.5 (Cleland et al., 1982) and as 
such, expose significant charges. Furthermore, a study on the electrophoretic mobility o f 
COM crystals (Callejas-Femandez et al., 1989) has shown that the apparent positive charge 
of the crystal surface is reduced and inverted to negative values, by increasing the pH of the 
solution. Thus, the increase in both the work of adhesion and adhesion force at pH 4.5, 
compared to pH 6.5 (Figure 4), can be explained by a reduced charge of the COM surfaces. 
Accordingly, the addition of calcium was found to be necessary to maintain the surface 
charge constant while increasing the pH (Callejas- Fernandez et al., 1989). These 
observations have led the authors to suggest that Ca2+ ions at the crystal surface are 
preferentially exposed as the pH shift to acidic values and inversely, the carboxyl group of 
oxalate moieties is predominantly exposed in basic conditions. In our opinion, this could 
explain the stronger binding of HA to crystal in acidic pH. Conversely, the binding 
inhibition observed in the presence of citrate could be explained by its specific absorption 
on the crystal surface, which contributes to the neutralization o f the positive surface charge 
(Curreri et al., 1979) at the concentration used in our experiments.
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CONCLUSION
Adsorption of COM crystals on the surface of tubular epithelium is believed to be a 
key event in kidney stone formation. The presence of anionic sites at the surface of these 
cells was shown to mediate this interaction. Hyaluronan, a glycosaminoglycan of great size 
and well known for its propensity to interact with charged cations, was previously shown to 
mediate the interaction between COM crystals and cells. Because of its nanomanipulation 
capability, it is possible, with the AFM, to quantify and compare the adhesion of HA- 
decorated probes in several distinct experimental conditions and on specific crystal 
surfaces. Here, we demonstrate that HA readily interacts with COM crystal surfaces in 
physiological conditions (pH 6.5) with an increased interaction in pathological conditions 
of pH (acidic pH of 4.5). This clearly establishes that HA is a potential mediator in the 
process of COM crystal retention in kidney tubules. This is further supported by the fact 
that the work of adhesion of HA-probes for the crystal surface is considerably lowered in 
the presence of citrate, a poly-anion commonly involved in the prevention of kidney stone 
formation. Additionally, molecular recognition on crystals is particular in the sense that 
each face exhibits a distinct molecular arrangement, most likely leading to different 
affinities for a specific molecule. With the AFM, we were able to target specific crystals 
exposing either the [100] face or the [010] face. Our experiments reveal that the [100] face 
leads to stronger HA interaction and points towards a face-dependant molecular interaction 
of naturally occurring COM crystals with specific biomolecular partners. This also suggests 
that crystals, with prominent [1 0 0 ] faces, could adhere more strongly to epithelial cells in 
kidney tubules. Taken altogether, our results show that AFM-based force spectroscopy can 
provide valuable information on crystal aggregation and crystal retention in 
physiopathological contexts involving urine pH as well as the presence of different 
potential inhibitors.
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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS DE L’ARTICLE
L’interaction des cellules avec l’acide hyaluronique (HA) présent dans la matrice 
extra-cellulaire implique la participation du récepteur CD44. L’association du HA au CD44 
joue un rôle particulièrement important dans le développement de la pathologie des gliomes 
et plus spécialement dans les processus invasifs de ces tumeurs. Les états de très haute 
motilité reposent sur la régulation spatio-temporelle des interactions HA/CD44 qui 
prennent place sur des structures membranaires spécifiques supportées par le cytosquelette, 
telles que les microvillis et le front de migration. Nous avons utilisé l’AFS afin de mesurer 
mécaniquement l’interaction HA/CD44 en des régions bien définies de la surface de 
gliomes en culture, cellules qui expriment uniquement l’isoforme standard du récepteur. 
Nous avons observé, qu’à l’état basai, le HA adhère sur l’ensemble de la surface de ces 
cellules et qu’une déformation importante de la membrane est observée lorsqu’une force est 
appliquée sur les molécules de HA liées spécifiquement aux CD44. Par opposition, la 
stimulation des PKC provoque la re-localisation des récepteurs exclusivement au front de 
migration où la déformation membranaire est alors fortement réduite. Dans leur ensemble, 
ces résultats montrent que l’accroissement de la motilité résultant de la swractivation des 
PKC est associée à une redistribution des CD44 au front de migration et à l’induction d’un 
ancrage mécaniquement plus résistant de ces récepteurs sur le cytosquelette d’actine.
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ABSTRACT
Interaction of cells with hyaluronan (HA) rich extracellular matrix involves the 
membrane receptor CD44. HA/CD44 interactions are particularly important in the 
development of glioma pathogenesis for its implication in tumor cells spreading. Highly 
motile states rely on the spaciotemporal regulation of HA/CD44 interactions occurring in 
specific cytoskeletal-supported membrane organization such as microvilli or the leading 
edge observed in migrating cell. We used AFM-based force measurement to probe the 
HA/CD44 interaction at localized regions at the surface of living glioma cells expressing 
high level of the CD44 standard isoform. We show that unstimulated cells interact with HA 
over their entire surfaces and are highly deformable when force is exerted on individual HA 
molecules bound to membrane CD44 receptors. Conversely, in PKC-activated cells the 
probed interactions are concentrated at the leading edge of the cells with reduced 
membrane deformability. Taken together, these results show that PKC-enhanced motility in 
glioma cells is associated with a redistribution of CD44 receptors at the leading edges 
concomitant with a stiffer anchoring of CD44 to the cell surface involving the actin 
cytoskeleton.
KEYWORDS
CD44 receptor, Hyaloronan, Force measurement, PKC, Cytoskeleton.
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INTRODUCTION
Cell migration is a crucial process in a large number of physiological functions and 
pathological conditions. In cancer progression, limb bud development and wound repair, 
cells evolve in a hyaluronic acid (HA) enriched environment [1], Overexpression of the 
CD44 standard isoform (CD44s) is observed in glioma (GM) tumors [2] where its ability to 
bind HA has been correlated with the aggressiveness of the tumors [3]. Indeed, silencing of 
CD44 gene transcription [4] or use of CD44 blocking antibodies [5,6] was found to 
dramatically impede tumors spread of implanted GM in vivo.
Although HA engagement on CD44 is known to initiate intracellular signalling 
pathways, a number of experimental evidence suggest that HA/CD44 interaction plays a 
mechanical role in adhesion and locomotion [7-9]. Indeed, a proper spacio-temporal 
coordination of HA/CD44 interactions must be achieved for directed cell progression. 
Depending on the cell type and activation state, CD44 receptors are found uniformly
distributed over the cell surface [1 0 - 1 2 ] or preferentially located in microvilli-like
protrusions [13] and leading edges [10,14-16]. The latter distribution is particularly 
important since it corresponds to the highly motile region of migrating cells and correlates 
positively with cell malignancy [17], At a different level, CD44 is also found at the
invasive margin of GM spheroids [18],
For directed cell migration to occur, CD44 affinity for HA must be regulated. This 
underlines a complex process owing to the capability of one HA molecule to bind multiple 
CD44 receptors [19-21]. In this context, proper CD44 presentation is believed to be 
mediated by indirect anchorage to F-actin through ERM proteins [13,22] and ankyrin 
[23,24]. Indeed, the expression of CD44 cytoplasmic tail mutants [24-29] or the disruption 
of the actin cytoskeleton [29-31 ] was proposed to prevents CD44 clustering thus resulting 
in decreased HA binding. The regulation of CD44 interaction with actin strongly depends 
on PKC which modulates the phosphorylation state of CD44 [22] and the various anchoring 
proteins [32]. Interestingly, PKC activation leads to the redistribution of CD44 receptors in 
membrane ruffles located at the leading edge of GM cells [14], a key feature of invading
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cells. Therefore PKC, which is known to be implicated in invasion and metastasis of cancer 
cells [33], has the potential to modulate both the affinity of CD44 for HA [34] as well as 
the localization of the receptor over the cell surface [14]. For these reasons, PKC inhibitors 
have been proposed as a potential malignant glioma therapy [35]. Because of its inherent 
biomechanical implication in migrative processes, the behaviour o f HA/CD44 complexes 
when submitted to external forces, in relation to PKC activation states, is of prime 
importance to the understanding of GM cells invasiveness.
Classical binding experiments measure an ensemble average of CD44 interactions 
with HA over a entire cell population and consequently provide no details o f the complex 
modalities of these interactions at localized regions on a individual cell. Using AFM 
technology to locally probe single HA/CD44 interactions, we evaluated the role and impact 
of CD44 distribution in the adhesion phenotype to HA on the surface of the U-373 
glioblastoma cell (a highly aggressive glioma cell line). Results are compared between 
resting cells exhibiting CD44 on microvilli uniformly distributed throughout the cell 
surface and PMA stimulated cells having CD44 receptors preferentially located at the 
leading edges. Our results lead to a cell migration model in which GM cells can modulate 
their interactions with the ECM matrix not only through differential CD44 distribution but 
also by regulating the extent of membrane deformations induced by a force applied to the 
HA/CD44 linkage.
MATERIALS AND METHODS 
Cell culture and treatments
Glioblastoma cell line U-373 GM (ATCC, Manassas, VA, USA) was plated in 60 
mm Petri dishes and maintained in MEM supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 
0.1 mM non-essential amino acid, 1 mM sodium pyruvate, 2.5 pg/ml amphotericin B, 50 
IU/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin (Wisent, St. Bruno, Canada). COS-7 cells 
(ATCC, Manassas, VA, USA) were grown in DMEM with 10% FBS, amphotericin B, 50 
IU/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin. At 50% confluence, cellswere treated with 
bovine testes hyaluronidase (300 IU/ml) (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) in serum
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free media for 3 h at 37 °C, washed carefully with PBS and brought under the AFM in 
Liebovitz L-15 CO2 independent media supplemented with 1 mM sodium pyruvate. Where 
it applied, treatment with latrunculin-A (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) at 1 pM or 
phorbol ester (PMA) at 0.5 pM (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) was also performed 
during 30 min at 37 °C in L-15 before proceeding to immunofluorescence or AFM-based 
force experiments.
Immunofluorescence
Cells were grown on cover slips, hyaluronidase treated, fixed in 2% PFA and 
washed in TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl). They were then permeabilized 
with 0.5% Triton in TBS and block with 2% BSA. CD44 was probed with Hermes-1 
antibody (1:50) (Endogen, Rockford, IL, USA) and revealed with FITC-labeled anti-rat 
antibody (1:200) (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA). Actin was labeled by Texas red- 
phalloidine. Cover slips were mounted in Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA, USA) and images were acquired using a inverted epifluorescence microscope 
(AxioVert 200, Carl Zeiss, Jena, Germany).
Western blot
Cell cultures at 70% confluence were scraped and lysed with hypotonic buffer (10 
mM Tris-HCl, pH 7.4) and protease inhibitors cocktail (Complet Mini, Roche, Basel, 
Switzerland). The cellular lysates were then sonicated, the protein concentration determined 
by the BCA method and the samples incubated in Laemmli buffer. After migration in 10% 
polyacrylamide SDS-page, proteins were transferred onto a PVDF membrane 
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The later was incubated 30 min in 5% dry milk 
blocking solution before adding A3D8 mouse anti-CD44 antibody (1:200) (Sigma-Adrich, 
St. Louis, MO, USA) for another hour. The presence of the receptor was revealed by anti­
mouse HRP-coupled antibody (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA).
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Covalent attachment of HA on AFM tips
HA was fixed on AFM tips in a three step protocol. Soft cantilevers with a nominal 
spring constant of 0.01 N/m (MLCT-AUHW, Veeco, Woodbury, NY, USA) were first 
cleaned in 25% HF solution for 30 s and rinsed in Milli-Q water (Millipore Billerica, MA, 
USA). Tips were activated in concentrate H2NO3 for 10 min, rinsed again in water and 
dried on clean glass slide. Functionalization with amino groups was done by vapour 
silanization of N l-[3-(Trimethoxysilyl)-propyl]diethylenetriamine (Sigma-Adrich, St. 
Louis, MO, USA) in an oven at 80 °C and 25 mm Hg vacuum for 4 h. Tips were then 
washed extensively in water and cured for 2  h in the oven in the same conditions. 
Carbodiimine chemistry was used to activate carboxylic groups on HA to form a covalent 
bound with NH groups of the silanized tips [36]. Briefly, 80 mg of EDC (Sigma-Adrich, St. 
Louis, MO, LISA) was dissolved in 1 mg/ml HA (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) in 
PBS and the reaction stopped after 10 min by washing the tips in water. Non-covalently 
bound molecules were allowed to detach by 3 h incubation in PBS at 37 °C and the tips 
were used immediately after. These HA-modified tips were characterized by AFM-based 
force measurement over clean glass slides to insure functionalization. The tips were densely 
covered with HA expending to a maximum of 1.5 to 2 pm from the tip's very end. The 
covalent attachment of the HA to the tip was confirmed to withstand force up to 2 nN as 
previously demonstrated in a similar system [36]. The presence of HA on the tip was also 
confirmed by hyaluronidase treatment, which completely shaved the tip.
AFM-based force measurement
A home made AFM-based force measurement device mounted on a inverted optical 
microscope allowed for precise positioning of the HA-tip over specific regions of the cell 
surface. The whole apparatus was kept in closed chamber maintained at 37 °C. Immediately 
after characterization of the HA tip over clean glass slide, an individual cell was carefully 
approached by lowering the tip in a “fly fishing” mode [36] so that direct contact with the 
membrane was minimized to avoid mechanically induced interactions. The tip was lowered 
just enough to allow free hanging HA molecules to recognize binding sites on the cell 
surface after which the tip was retracted to record specific HA/CD44 interactions. In
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control experiments, CD44 biding sites were blocked by the addition of HA (0.5 mg/ml) or 
anti-CD44 antibody Hermes-1 (20 pg/ml) in the L-15 media directly while probing for HA- 
cell interactions. Ten curves were recorded at 5 different positions over a single cell and 5 
cells were probed in each experiment. Spring constant was determined using the standard 
thermal noise calibration method [37]. The HF treatment lowered the stiffness o f the 
cantilever by up to 25% compare to untreated ones.
In simultaneous fluorescent and AFS experiment, the hyaluronidase treated cells 
were exposed to anti-CD44 FITC-coupled antibody (J.173) (Beckman coulter, Fullerton, 
CA, USA) in PBS (1:50) at 37 °C for 30 min, rinsed, kept in L-15 and placed between the 
inverted fluorescence microscope and the AFS device.
RESULTS 
Measurement of adhesion between HA and cell surface CD44
To locally probe the interactions between HA and CD44 on living cells, we used an 
AFM tip chemically modified with HA molecules. In a typical experiment, an HA- 
fiinctionalized tip is allowed to minimally contact the cell surface and then retracted so that 
specific interactions can be monitored. Prior to each experiment, hyaluronidase treatment is 
made to eliminate endogenous HA that could otherwise screen CD44 binding sites [38]. A 
typical approach-retract cycle is presented in figure 1, where the grey and black curves 
represent respectively the approach and retraction of the HA-tip from the cell surface. Even 
though the approach curve contains no information on the interaction between CD44 and 
HA, its careful recording allows for precise control of the contact force applied by the tip 
onto the cell membrane (fig. 1A). In each experiments, the contact force was kept smaller 
than 50 pN. In this so-called “fly-fishing” mode, signatures of individual HA/CD44 
interactions are easily recorded and, more importantly, unspecific tip-membrane 
interactions resulting from the indentation of the tip into the cell membrane are minimized. 
Indeed, we have previously demonstrated that large indentation forces (several hundred pN) 
promote strong unspecific adhesions between the tip surface and the cell membrane [39]. 
Specific HA/CD44 interactions are observed on the retraction profile as discrete ruptures
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(label as AF in fig. 1). It should be noted here that practically all recorded retraction profiles 
include several rupture events.
Z 3 0 0
Retraction
ApproachCell contact
4 6
Extension (pm)
Figure 1. Typical AFM curves obtained by HA-modified tip over the surface of U-373 
GM. The grey curve is recorded while approaching the cell surface. Immediately after 
slight contact with the cell surface, its retraction is recorded to probe eventual binding 
events. (A) Represent HA engagement on CD44 receptors. (B) Tip motion upward brings 
the HA/CD44 pair under tension which is followed by (C) sharp discontinuities (quantified 
as AF) corresponding to molecular bound rupture until all interactions are recorded (C).
In figure 2, we present a series of experiments designed to control and validate the 
specificity of interaction of our HA-modified tips with glioblastoma cells (U-373 GM) as 
presented in figure 1. In figure 2A, we present a western blot for CD44 to unambiguously 
establish the presence of the CD44 receptor in the U-373 GM cell line. The molecular 
weight (approximately 85 kDa) of the unique band corresponds to the standard isoform 
(CD44H) of the protein [2]. The epifluorescence micrographs in figure 2B show U-373 GM 
cells and COS-7 cells labeled for CD44 and F-actin. Only the GM cells present 
fluorescence from CD44 receptors labelling. In figure 2C, we show three control 
experiments designed to validate the specificity o f the interaction measured between the 
HA-functionalized tip and the U-373 GM cell surface presented in figure 1. Addition of
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Figure 2. Series of experiments to assess the specificity of the HA-tip interaction over 
the cells surface. (A) Western blotting of U-373 GM and COS-7 cell lysates using A3D8 
antibody directed against CD44. (B) Fluorescence microscopy using Texas red-phalloidine 
to track actin and the CD44 antibody Hermes-1 revealed by anti-rat FITC-antibody to 
visualize the receptor (scale bar is 40 pm). (C) Typical force elongation curves showing the 
inhibitory effect o f soluble HA or Hermes-1 antibody in the experimental media while 
probing glioblastoma cell with HA-modified tip. It also demonstrate the inability o f COS-7 
cells to bind HA.
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soluble HA or CD44 blocking antibodies (Hermes-1) to the experimental medium resulted 
in a nearly total abrogation of the interaction of the HA-tip with the cell surface (fig. 2C). 
In addition, force measurement on COS-7 cells, lacking the CD44 receptor, did not show 
any significant interactions (fig. 2C). We therefore assume that the interactions measured 
with the HA-fimctionalized tip on the U-373 GM cell line originated from specific HA 
interactions with the CD44H receptor only.
Distribution of CD44 in microvilli and membrane ruffles.
CD44 distribution over the cell membrane varies within cell lines and is highly 
dependent on the motile state of a given cell. Its distribution over the cell surface is 
complex and can be either uniform [10-12] or concentrated in microvilli-like protrusions
[13] and membrane ruffles at the leading edge of motile cells [10,14-16]. 
Immunofluorescence images presented in figure 3A show that in U-373 GM the CD44 
receptor is largely distributed over the cell surface with an apparent increase in its surface 
density at the leading edge. As can be observed by merging CD44 and actin labeled images, 
the distribution of the receptor is strongly related to the overall cortical actin network. 
Magnified views of the cell reveal an apical region (fig. 3B) dominated by microvilli-like 
structures whereas the leading edge (fig. 3C) shows a more complex actin organization 
including microvilli-like structures together with membrane ruffles normally observed in 
motile cells. The central question that emerges from these observations concerns the 
possible modulation of the HA/CD44 interaction in relation to these distinct locations on 
the cell surface.
Interaction of the HA-modified tip with the CD44 receptors at the apical and leading 
edge regions
We use HA-fimctionalized AFM tips to probe the apical and leading edge regions of 
the U-373 GM cells. The minute diameter of the tip (20-60 nm) associated with the 
nanoscaled positioning capability of our force measurement device mounted on an inverted 
phase contrast microscope allows to specifically probe these distinct regions. In figure 4, we 
present retract curves recorded over the apical and leading edge regions showing the
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interaction between the HA-functionalized probe and the surface of U-373 GM cells. These 
curves can be analyzed both in terms of the magnitude of the force corresponding to 
HA/CD44 rupture events (as presented in fig. 1) and in terms of local cell deformation by the 
application of tension forces on the HA/CD44 couple. Quantification of all rupture events 
recorded on both regions is presented in the form of histograms in figures 4B and D, which 
show similar distributions. The mean rupture forces (obtained from a Gaussian fit of the 
histograms) are found to be 15.1±9 pN and 14.8±9 pN, for the apical and leading edge regions, 
respectively. These forces are consistent in magnitude with other similar molecular pairs 
involving saccharides and protein recognition [40] and it should be noted that the unimodal 
data distribution in the histograms is consistent with individual HA/CD44 rupture events.
Actin CD44 Merge
Figure 3. Fluorescence m icrographs of U-373 GM  cells. These micrographs show actin 
labelling by Texas red-phalloidine and CD44 labelling by Hermes-1 antibody revealed by 
anti-rat FITC-antibody. Low magnifications in (A) show the general distribution of actin and 
CD44 (scale bar is 40 pm). (B and C) Higher magnification of the cells reveals the 
localization of CD44 in actin rich microvilli structure at both the apical region (AR) and at 
the leading edge region (LER) (scale bars are 10 pm ). The LER is also marked by the arrows 
in (A).
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It is significant that the interactions between the HA-tip and the cell are maintained 
over large elongations (up to 8 pm) upon retraction from the surface. It should be noted 
here that the length of the HA chains attached to the tip estimated by approaching various 
solid substrates was found to be shorter than 2 pm (data not shown) and cannot solely 
explain the large elongations observed when contacting U-373 GM cells. Surprisingly, both 
the apical and leading edge regions exhibit this capability to undergo large deformations 
when challenged through CD44 receptors, which alludes to a similar deformation 
mechanism.
Another important feature of the cell retraction curves concerns the last rupture 
event, which is often preceded by a plateau of constant force occurring at force ranging 
from 25 to 50 pN. These characteristics are usually associated with the extraction of 
membrane nano tubes or membrane tethers [39,41]. Hence, pulling on HA interacting with 
CD44 localized either at the apical or leading edge regions of the cell can lead to important 
membrane deformations and is likely to involve microvilli either at the apical or leading 
edge regions.
To confirm the occurrence of membrane deformations, living cells were briefly 
exposed to a fluorescein-coupled antibody directed against a CD44 epitope outside the HA 
binding site [42]. Then a HA-modified tip was brought over a single CD44 bearing 
microvillus (fig. 5) located either at the apical and leading edge regions. The tip was lifted 
more than 5 pm above the cell surface and displaced horizontally for an additional 5 pm for 
clear visualization of the membrane deformation. Figure 5 shows that the CD44 present on 
the microvillus followed the tip without affecting the position of other structures present at 
the surface. This simple nanomanipulation of the CD44 associated to a microvillus is 
consistent with the force measurements which indicated that these membrane structures are 
highly deformable and independent from each other or the rest of the cytoskeleton whether 
they are located at the apical or leading edge regions of the cell.
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Figure 4. AFM-based force experiments on unstimulated U-373 GM. (A and C)
Typical force-elongation curves obtained at the apical region (AR) and at the leading edge 
region (LER). (B and D) Rupture forces corresponding to individual events recorded in 
approximately 500 curves over each regions are reported in histograms. Mean rupture 
forces (F ar =15.1 ±9 pN and F ler =14.8±9 pN) of the CD44/HA interaction is obtained 
from Gaussian fits.
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Figure 5. Dragging experience to observe individual CD44 bearing microvillus 
deformation. (A) Low magnification of the U-373 GM living cell surface labeled with a 
CD44 FITC-antibody (J.173). Dashed lines delineate the cantilever with the HA-modified 
tip over an individual microvillus. (B) Higher magnification of the region of interest prior 
to the dragging of the microvillus designated by the arrow. HA/CD44 engagement was 
ascertain by force sensing. (C) Same image field after lifting the tip for 5 pm followed by a 
horizontal displacement of 4 pm. Scale bars are 10 pm in all images.
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Interaction of the HA-modified tip with CD44 at the leading edge of PKC-activated 
cells
Increased PKC activation is often observed in aggressive tumors [32]. PKC 
activation by PMA, a DAG analogue, is known to increase cell motility together with stress 
fibres disassembling and a concomitant increase of membrane ruffling at the leading edge. 
It has been recently demonstrated that CD44 relocalizes into these induced membrane 
ruffles together with ERM proteins [14]. The effects mediated by PKC activation that are 
most likely to have an impact on the HA/CD44 interaction include: induced cleavage o f the 
CD44 extracellular domain [14], changes in ERM and ankyrin mediated CD44-actin 
association by modification of the phosphorylation state of both the receptor and adaptor 
proteins [22,23,32]. Figure 5A shows phase contrast images of GM cells before and after 
stimulation with PMA. A key feature arising from this stimulation is the formation of 
extensive leading edges of the cells. The enhanced motility of these stimulated cells is best 
evaluated by measuring the progression of the leading edges (see arrows in fig. 5A). 
Average values of 23±14 pm/h and 84±27 pm/h are obtained on unstimulated and PMA- 
stimulated cells, respectively, corresponding to a 3.6-fold increase in the progression speed 
of these structures. Furthermore, epifluorescence microscopy results in figure 5B, taken 30 
min after PMA-stimulation, show an extensive reorganization of the overall actin 
cytoskeleton. Indeed, one can readily observe the complete disappearance of stress fibres, 
apical microvilli structures and associated CD44 receptors. The CD44 is now relocalized 
with the remodelled cortical actin cytoskeleton mostly confined to the leading edge.
Force measurements were carried out over the apical or leading edge regions of 
PKC-activated cells. Consistent with the epifluorescence images of the apical region, which 
showed a CD44-depleted membrane, no interactions could be measured (data not shown) 
when contacting this region with the HA-modified tip. In contrast, force measurements 
performed at the leading edge generated numerous adhesion events as those presented in 
figure 5C. The quantification of the rupture forces at the leading edge, presented in the 
histogram in figure 5D, corresponds to a mean force of 14.2±8 pN which is similar to the 
rupture forces measured on unstimulated cells. In contrast to the large deformations 
previously observed when pulling on unstimulated cells, the membrane deformations are
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Figure 6. Effect of PMA treatment on U-373 GM. (A) Phase contrast microscopy before 
stimulation and after 30 min of treatment (scale bar is 40 pm). Arrows designate region that 
responded to PMA by increasing lamellipodia outgrowth. (B) Fluorescence micrograph 
(same condition as in fig. 3) showing CD44 and actin labelling in PMA-induced membrane 
ruffling (scale bar is 10 pm). (C) Typical force-elongation curves recorded at the leading 
edge after PMA-induced PKC activation and (D) the corresponding histogram of the 
rupture force of individual events together with its Gaussian fits (F LER =14.2±8 pN).
found to be systematically limited to less than 3-4 pm. It should be noted here that the 
plateau-like features attributed to the pulling of membrane tethers, as observed with the 
unstimulated cells, were absent in all recorded profiles most probably due to the enhanced
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cohesion of the newly formed actin network at the leading edge. Hence, the rupture events 
in the 25-50 pN range are now completely absent. On the basis o f these observations, we 
anticipate that a stronger attachment o f CD44 to the F-actin network mediated by adaptor 
proteins could restrain the receptor and thus limit membrane deformations.
DISCUSSION AND CONCLUSION
Numerous previous studies have demonstrated the importance o f CD44 in cell 
adhesion to HA substrate [11,43-45] as well as in cell migration in a HA 3-D matrix 
[46,47]. Cell migration is a dynamic process largely based on spaciotemporal coordination 
of cell adhesion to extracellular matrices. Focal adhesion complex, one of the most 
characterized adhesion assemblies, is largely located at the leading edge of migrating cells, 
where it sustains and transmits traction force from the cytoskeleton to diverse elements o f 
the extracellular matrix. For net cellular progression to occur, the cell surface distribution 
of focal adhesions must be coordinated in such a way as to allow for traction without 
restricting progression. That is, the focal adhesion must proceed through a constant 
assembly/disassembly cycle. Similarly, CD44 is an important cell membrane receptor 
involved in adhesion and motility within the extracellular matrix. It is known that CD44 
indirectly interacts with the actin cytoskeleton by means of actin anchoring proteins such as 
ERM [13,22] or ankyrin [23,24] which maintain CD44 receptors in specific membrane 
structures such as microvilli [13] or membrane ruffles found at the leading edge of 
migrating cells [14]. Microvilli have been observed on glioma cells [48] and the presence 
of membrane ruffles correlated with increased cell malignancy [17]. Using epifluorescence 
microscopy, we have shown that U-373 GM cells dispatch CD44 in small microvilli-like 
protrusions dispersed over their entire cell body with an apparent dependence of the cortical 
actin network. Moreover, we observed that the local density of CD44 receptors is 
significantly increased at the leading edge of these migrating cells. The central goal o f our 
study is to gain insights into the interaction o f HA with the CD44 receptors found at these 
specific locations at the surface of glioblastoma cells. We hypothesized that different 
adhesion characteristics are associated with these two surface locations, potentially due to 
distinct associations with the cytoskeleton. To probe this interaction locally, we used an 
HA-fimctionalized AFM tip for its nanoscaled probing capability which allows
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discrimination between the apical or leading edge regions. The analysis of the retraction 
curves recorded, on both regions, was analyzed in terms of rupture forces and elongations 
at which HA/CD44 ruptures occur. By plotting on a histogram the numerous rupture steps 
observed in the retraction curves, we can define the force quanta corresponding to an 
individual HA/CD44 rupture. We found a force of approximately 15 pN which is consistent 
with other bio molecular pairs involving proteins and polysaccharides [40]. Even though 
several rupture events are extracted from each curve, their distribution was found to be 
unimodal, which is often, in this kind of experiment, the signature of unimolecular ruptures. 
Not surprisingly, the mean HA/CD44 rupture force was not significantly different when 
comparing the apical and leading edge regions o f several cells, which indicates that the 
receptors at both locations are equivalent in terms o f their ability to bind HA. A closer look 
at the fluorescence micrographs presented in figure 3 suggests that the CD44 receptor is 
associated with microvilli-like structures at both the apical and leading edge regions. We 
consider that this association is reflected in the force elongation curve by cell surface 
deformations as well as by the presence of plateaus of constant force. Indeed, when pulling 
on membrane associated cell structures, the presence of constant force plateaus is normally 
attributed to the extraction of membrane nanotubes, also called membrane tethers [39,41]. 
In our experiment, we propose that the force plateaus primarily originate from pre-existing 
microvilli structures present both at apical or leading edge regions. Hence association of 
CD44 with actin-supported microvilli defines and is responsible for a highly compliant 
HA/CD44 interaction. Even though the recorded deformation is qualitatively similar when 
comparing different locations over the cell surface, the number of rupture events in the 25- 
50 pN range that we attribute to the pulling of membrane tethers is significantly reduced at 
the leading edge. We propose that changes in the density and organization of the 
CD44/Actin complex in this region could effectively limit the ability o f microvilli bearing 
CD44 to deform, thus allowing the cell to exert traction force more efficiently at the leading 
edge. We tested this idea by enhancing the density and the association o f CD44 with actin- 
rich structures at the leading edge through PKC activation by PMA and by measuring 
HA/CD44 interaction.
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PKC is implicated in the invasion of cancer cells [33] and its activation state 
regulates a number of elements potentially implicated in HA/CD44 interaction submitted to 
loading forces. PKC was shown to modify the phosphorylation state o f CD44 receptor [22] 
and ERM proteins [32]. These biochemical events were demonstrated to effectively 
regulate the association of these elements to the actin cytoskeleton. A recent study has 
shown that a switch in the phosphorylation of two serine residues in the cytoplasmic 
domain of CD44 influences its association with the ezrin (an ERM member) and is 
involved in the transition from the resting to the motile state of melanoma cells [12]. It is 
also established that PMA induces major actin cytoskeleton rearrangements involving the 
dissembling of actin stress fibres concomitant with lamellipodia outgrowth (fig. 6). In the 
glioblastoma cell line U-251 GM, CD44 and ERM were observed to relocalize at the newly 
formed PMA-induced membrane ruffles [14]. By epifluorescence microscopy, we show 
that PMA activation of U-373 GM leads to the disassembly of stress fibres to the advantage 
of newly polymerized actin at the leading edge. This actin reorganization was associated 
with a major increase in motility as evaluated by measuring the displacement velocity o f 
the leading edge. More importantly, CD44 was notably relocated over this newly organized 
actin network in ridge-like protrusions. In agreement with these fluorescence microscopy 
observations, we found a dramatic diminution of recorded HA/CD44 adhesion events over 
the apical regions while the leading edge of these cells was still found to generate a large 
number of adhesion events. The mean rupture force of these adhesion events recorded at 
the leading edges is very similar to those measured on unstimulated cells, indicating that 
the recognition of CD44 by HA is not affected by the surface reshuffling of the CD44 
receptor. However, the possibility of the cell membrane to deformed is greatly reduced in 
comparison to unstimulated cells. Indeed, the extension at which rupture events occur is 
significantly shortened and the plateau-like features corresponding to membrane tethers 
(see histograms in the 25-50 pN range) are practically nonexistent in PKC activated cells. 
Theses results are consistent with previous observations demonstrating that PKC activation 
is required for increased fibroblasts motility in the presence o f HA [49]. Here we envision 
that CD44/actin association could switch from a microvilli dependent state mainly observed 
in unstimulated cells, to the more organized actin network observed at the leading edge of 
PKC-stimulated cells. Although the strength of the HA/CD44 binding pair is conserved in
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both unstimulated and PKC-stimulated cells, it appears that CD44 association with the 
various cytoskeletal organizations defines and modulates the overall mechanical behaviour 
of these cells. The associative dependence of CD44 with actin for both the localization of 
the receptor and its ability to bind HA was clearly observed in experiments on cells treated 
with Latrunculine A, an actin depolymerizing drug (data not shown). After this treatment, 
CD44 is found uniformly distributed over the entire cell membrane and, more importantly, 
the cell was found to be remarkably deformable, thus preventing the recording of force 
elongation profiles in the available range of our instrument. This clearly establishes the 
importance of the actin network in regulating HA/CD44 interactions to prevent extensive 
membrane deformations. Such system has the potential to exert net traction force on 
elements of the extracellular matrix. Our results provide direct evidence that GM cells can 
regulate their adhesions to their structural surroundings by modulating the association of 
CD44 with the actin network as demonstrated in our experiments on PKC activation and 
actin depolarization. Unstimulated cells expose clustered CD44 receptors over their entire 
surface in microvilli or leading edge actin structures with the ability to bind HA. In these 
circumstances, cell progression in the ECM might be limited by interactions provoking 
tethering of the cell membrane and possibly, the extraction o f some of its elements as the 
cell moves forward, a phenomenon often observed at the trailing edge of motile cells. In 
absence of a HA gradient, its chemoattractant effect on cell expressing CD44 receptors is 
abrogated [50]. The distribution of CD44 over the entire cell surface in non-stimulated U- 
373 GM cells should thus contribute to their immobilization in a uniform extracellular 
matrix. Conversely, the PKC-induced relocalization of CD44 at the leading edge in a 
distinct actin network could largely enhance cell migration capability. In this particular 
case, the cell body would be mostly free from any interactions with HA while the leading 
edge provides anchoring sites able to withstand traction forces transmitted by HA. 
Modulation of the cytoskeleton would thus affect the overall binding mechanistic of the cell 
for HA-rich matrices. In conclusion, AFM-based force measurements provide valuable 
clues to the mechanisms that contributed to the distinct adhesion behaviour in HA-rich 
ECM. Although the interaction force between HA and CD44 is conserved in different 
motile states of U-373 glioma cells, their deformability is largely modulated through actin
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organization and interaction with other molecular components as demonstrated here by 
PKC activation.
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ARTICLE 3
Surface membrane fluctuations of invasive tumor cells 
reveal spatio-temporal details on acto-myosin dynamic and
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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS DE L’ARTICLE
La motilité cellulaire a une importance physiologique et des conséquences 
physiopathologiques d’envergure. Des fluctuations persistantes, d’amplitudes 
nanométriques, ont été observées sur un nombre croissant de cellules. Ces mouvements 
seraient associés à l’activité de l’acto-myosine et contribueraient à faciliter certains 
processus cellulaires tels que l’infiltration et l’adhésion. Toutefois, l’origine et les fonctions 
de ces mouvements doivent être investiguées plus en profondeur. La présente étude 
rapporte la caractérisation de fluctuations membranaires sur des glioblastomes hautement 
invasifs, dans le but de définir leur relation à la contraction et à la motilité cellulaire. La 
microscopie à force atomique a été employée afin d’enregistrer les mouvements en hauteur 
de la membrane cellulaire, selon différentes conditions expérimentales. Sur les cellules 
immobilisées, aussi bien que sur les cellules motiles, nous avons observé des fluctuations 
d’amplitudes similaires («13 nm) et de périodes d’oscillations se situant entre 10-30 sec. 
Sur les cellules quiescentes, la membrane ne montre plus cette activité mécanique. De plus, 
la stimulation des PKC, par le phorbol myristate d’acétate, et l’inhibition de RocK, par le 
Y-27631, se traduisent par l’annihilation de ces fluctuations, alors que l’inhibition de 
MLCK, à l’aide du ML-7, n’a que peu d’effet sur l’amplitude et la périodicité des 
mouvements. Finalement, l’inhibition des phosphatases de la myosine, par la Calyculine, a 
conduit à une augmentation marquée de l’amplitude (« 66 nm) ainsi qu’à une accélération 
des oscillations (période: «7 sec). Dans leur ensemble, ces résultats établissent la présence 
de fluctuations d’une hauteur de quelques nanomètres à la surface de glioblastomes en 
culture. Par l’étude des principaux régulateurs de la contraction, ces mouvements ont 
démontré un fort potentiel comme marqueurs de l’activité cellulaire, dans un contexte de 
contraction et de motilité.
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ABSTRACT
Cellular motility has important physiological and pathological consequences. 
Persistent nanometric membrane fluctuations can be observed at the surface of a number of 
motile cells. These motions are most likely modulated by cytoskeletal activity and are 
believed to facilitate processes, such as cell infiltration and adhesion. However, the precise 
origin and functions of these mechanical events still remain to be investigated. The present 
study characterizes membrane fluctuations on highly invasive glioblastoma cells (U-251) to 
evaluate their relation to acto-myosin contraction and cellular motility. Atomic force 
spectroscopy was used to record membrane height fluctuations, in different experimental 
conditions. On both immobilized and motile cells, we found fluctuations of similar 
amplitudes («13 nm) and distinct oscillating periods in the 10-30 sec range. On quiescent 
cells, this membrane mechanical activity was found to be absent. Additionally, PKC 
stimulation with phorbol myristate acetate and RocK inhibition with Y-27632 obliterated 
these fluctuations, while MLCK inhibition with ML-7 only shown a marginal effect on 
amplitudes and motions periodicities. Finally, inhibition of myosin phosphatases by 
Calyculin A leaded to a marked increased in amplitudes (»66 nm) while significantly 
reducing the period of oscillations («7 sec). Taken together, these results shows that 
nanometric height fluctuations, at the surface of glioblastoma cells, can by used as markers 
of their contractile and motile activities to delineate the possible contribution of key 
regulators in these dynamic processes.
KEYWORDS : AFM, force spectroscopy, myosin, membrane fluctuations, RocK, MLCK, 
frequency.
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INTRODUCTION
Cells ability to move and infiltrate the extra-cellular matrix is central to a large 
number of normal and abnormal physiological processes such as morphogenesis, immune 
response, neurite outgrowth or wound healing and the invasion of cancer cells in various 
tissues (1-4). Although much is known about the biochemistry o f cellular motion, its 
biomechanical aspects are difficult to investigate in single cells due to technical limitations. 
Recently, owing to the extraordinary high spatial and temporal resolution of the atomic 
force microscopy (AFM), several groups have reported nanometric membrane height 
fluctuations (NMHF) on the surface o f a number of cell types (5-11). The possibility to 
monitor membrane fluctuations on adherent and motile cells provides an attractive 
opportunity for the comprehension of molecular processes involved in cellular motility. We 
here confirme the hypothesize that the dorsal surface of glioblastoma cells mechanicaly 
fluctuate. These motions are shown to reflect acto-myosin activity and, as such, open up to 
details observations on the mechanisms regulating sub-cellular contraction.
Cell motility involves the integration of two major force-generating systems. At 
first, the membrane of the leading edge (LE), is pushed forward by the polymerisation of a 
highly dynamic actin trandmilling (12). This will allows the formation of new adhesion 
sites onto the substrate. Behind the lamellipodium divers acto-myosin structures will exert 
traction forces on cell components, contributing to the translocation of the whole cell body. 
Among these, stress fibres are providing tension on adhesion sites. These latter forces will 
regulate focal adhesion assembling and strengthen cellular adherence (13-15). However, to 
produce effective cellular motions the activity o f acto-myosin structures must be highly 
coordinated, both spatially and temporally but very little is known on the fundamental 
nature of this orchestration. Some information on this phenomenon might be brought by the 
observation, on various cell types, of persistent shape fluctuations, sometime displaying 
surprisingly definite frequencies (16-21). The amplitude of these motions was related to 
filterability of red blood cells (22,23), the metastatic potential of lymphomas (24) and the 
phagocytic activity of macrophages (25). In monocytes, it was suggested that these 
oscillations are involved in the probing of environmental mechanical cues and the initiation 
of adhesion sites (20). On adherent cells, periodic mechanical events are also detected at
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cell margins (17, 18, 21, 24, 26). At the LE, these nano metric motions are produced by 
temporally coordinated cycles of acto-myosin contraction and relaxation (17, 19, 21, 26). 
By pharmacological interferences on these motions, the respective implication of the tow 
main regulators of moysin II activity, RocK and MLCK, were obtained in LE dynamic of 
fibroblasts (17, 19, 21, 27). However, if contractile events are also important further back in 
the cell body, optical techniques used in the above studies cannot resolve MHF away from 
cell edges. Height fluctuations, if present on the cell body, might be quite challenging to 
probe with conventional microscopes. In fact, these motions, which are expected to be of 
very small amplitudes, would occur perpendicularly to the optical plane, prohibiting 
sufficient resolution for their observation.
Glioblastoma (GM) are high grade glioma whose dismal prognostic is strongly linked 
to their aggressive infiltration throughout the brain tissues, which hampered focal resection 
therapies 28. A better understanding of GM motility is consequently a main prerogative for 
effective management of these tumors. GM cells over-express myosin II and disseminate 
by burst of acto-myosin contractions to compress the cell body through the limited spaces 
of the tightly packed brain parenchyma (14). Using AFM measurements, the present study 
investigated the possibility to probe NMHF on U-251 GM cells surface, with a focus on 
events occurring over their cell body. These experiments were conducted with the aim to 
delineate the relation between these motions and cell motility as well as identifying intra­
cellular components governing the characteristics of these NMHF profiles. To address 
these questions, motility and cellular activities were controlled by varying the density o f the 
cell culture, by serum deprivation or by pharmacological interventions on F-actin structures 
or on regulators of moysin activity, namely PKC, RocK, MLCK and myosin phosphatases 
(MP). NMHF were characterized in terms of amplitude, fluctuation rate and temporal 
coherence.
The results presented here demonstrate that, on the surface of GM cells, AFM 
measurements reveal persistent nanometric fluctuations that are strongly associated with 
acto-myosin activity. In opposition to the commonly reported MLCK dependant activity at 
the LE of fibroblasts (21, 26, 29), the cell body of GM cells show spontaneous NMHF that 
are dependant on RocK activity. This result is supported by the observed RocK dependant
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contraction of the GM cells body that assure their displacement in the brain tissues (14). In 
summary, the methods presented here provide precise characterization of sub-cellular 
mechanical events involved in contraction and motility.
MATERIALS AND METHODS 
Cell culture and treatments
GM cell line U-251 (Japan Health Sciences Foundation, Osaka, Jp) were plated in 
60 mm Petri dishes and cultured in MEM, supplemented with 20% FBS, 2.5 pg/ml 
amphotericin B, 50 IU/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin (Wisent, St-Bruno, Ca). 
For experiments on motile cells, cultures were used when reaching 25% of confluence. 
Cells immobilized by confluence were cultured until they occupied 90% of the Petri dish 
surface. In all cases, cell seedling was adjusted in order to reach desired densities after 72 
hr. When appropriate, cells were brought to quiescence by lowering the FBS concentration 
to 0.1%, 12 hr before use. Before experiments, cells were rinsed in PBS before adding 10 
ml of Liebovitz L-15 (Wisent) supplemented with 20% FBS, excepted for starved cells 
where FBS was omitted.
Unless otherwise specified, measurements using phorbol 12-myristate 13-acetate 
(PMA) were typically done 5 min after its injection in the experimental media. MLCK 
inhibition was tested after 30 min incubation in the presence o f ML-7 (10 pM). Interference 
on RocK activity by Y-27632 (10 pM) was examined following 1 hr incubation. Finally, 
inhibition of MP was tested by Calyculin A at 10 nM after 5 min incubation. These drugs 
were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, Ca) and were injected into the experimental 
media after experimentations had confirmed that cells exhibit normal NMHF profiles.
AFM experiments
Measurements were made with a homemade AFM apparatus (30) mounted on an 
inverted phase contrast microscope equipped with an x-y piezoelectric stage (Physik 
Instrumente, Karlsruhe, DE) for precise positioning of the AFS probe on the cell surface. 
These instruments were placed in a thermally stable enclosure maintained at 37°C.
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Instrumental control and data collection were done using Labview® software (Nat. Instr.
Corp. Austin, US). AFM cantilevers (Veeco, Woodbury, US) with a nominal spring 
constant of 0.01 N/m were used in this study.
Once in the experimental media, cells were acclimated for at least 1 hr in the heated 
AFM chamber before taking measurements. Thermal stability of the experimental set-up 
was verified by measuring the height variations in the signal obtained on the Petri dish 
surface at a cell free location.
At least three independent experiments were realized for each experimental 
condition. Before typical experiments, a collection of records was done on the PN region of 
confluent cells and on the petri dish surface to assure appropriate instrumental seetings for 
effectif mesurements and proper cell conditions. At least three independent experiments 
were realized for each experimental condition. Cells probing was limited to three hours, 
time during which NMHF from a maximum number of cells, in a given Petri dish, were 
recoded at different positions. Statistics were obtained from a collection o f 10 min 
recordings. Data were acquired at a sampling rate of 100 Hz.
Data Analysis
AFS data were processed using Matlab® software (Natick, US). When monitoring 
the cantilever deflection as a function of time, slow and persistent signal drifts are normally 
observed, mainly attributed to thermal shifts. These motions occur on a much lager time 
scale (< 0.002 Hz) comparatively to fluctuations strongly attributable to cell motions. In 
order to remove this near to DC signal, a centered moving average, using the equation 
below, was subtracted from the raw data recorded at sampling rate o f 100 Hz.
(eq. 1)
Where x[ ] is the input signal, x [ ] is the output signal, and M  is the alfwidth of the moving 
average (2500 points).
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Characterization of the amplitude and rate o f fluctuations was achieved by a height- 
height correlation function previously used to analyze similar cell membrane motions (8). 
This function reveals the evolution of average height fluctuations as a function of time for 
every points in the curve. As the curve oscillate along a horizontal basal line, the spectrum 
will reach a maximum value. The heigth at which this saturation occurs, therefore, indicates 
the general amplitude of the fluctuations present in the curve.
Evaluation of frequential coherence and determination of specific periods of 
oscillation was carried out through a signal processing procedure presented in detail in the 
results section. Briefly, AFM records of the cellular mechanical signal were decomposed 
by a series of high-pass filters with increasing cut-offs. Frequential coherence in each of 
these filtered curves was then evaluated using autocorrelation function (ACF). Others have 
previously advantageously used this function in order to conduct NMHF frequential 
analysis from AFM data (6). In our protocol, the filtered curve that showed the greatest 
frequential coherence, above a fixed ACF threshold, was analysed by Fourier transform 
(FT) to identify frequential components of highest relevance.
Statistical analysis was carried out by non-parametric ANOVA and Dunnett’s post­
test on selected pairs of data
RESULTS 
General overview of the experiment and typical results.
GM U-251 are fast moving cells, as reflected by their velocity o f 0.13 +/- 0.01 
pm/min in scratch wound assay (14). Common to most cell types, using a representative 
mesemchymal mode of locomotion, GM U-251 exhibit intense ruffling activity at their LE 
when cultured on 2-D surfaces. In the phase contrast micrograph in figure 1A, dark arcs at 
the front of the lamellipodium easily identify these dynamic structures (white arrow). This 
image presents the morphological aspect o f the cells, as seen during a typical experiment. 
In this example, the AFM tip is positioned at the perinuclear (PN) region of a moving cell,
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Figure 1: Experimental design and preliminary results. Phase contrast micrograph in 
(A) illustrates the positioning of the tip on the PN region o f a motile GM cell. The white 
arrow points the LE of the cell where dark arcs indicate the presence of membrane ruffles. 
Bar: 20 pm. The two main localisations o f the cell surface investigate in this study, are 
depicted by the schematic in (B) as the perinuclear (PN) and the leading edge (LE) regions 
exhibiting dynamic membrane ruffles (Rf). The AFM curve in (C) illustrates typical height 
variations of the cell surface at the PN region over a 10 min time period. A control 
experiment performed on the Petri dish surface is presented in (D) and validate the cellular 
origin of the motions in (C).
to record minute height fluctuation of its surface. The PN region refers to any positions 
within about 15 pm from the centre o f the nucleus. Therefore, any localization o f 
significant height around the centre of the cell was probed, excluding the region directly at 
the apex of the cell. Such positions (PN) are reported in the schema in figure 1B, where 
LE’s ruffles are also illustrated. These two distinctive morphological features (PN and LE) 
were investigated in this study. Due to the great GM cells velocity, AFM probing, at a fixed
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position on the cell surface, is likely to result in the translocation of the probe to a different 
morphological region of the cell or even bring the tip-cell interaction to an end. 
Consequently, AFM probing, at a fixed position, is only possible for a limited time. Base 
on this, 10 min recordings were found to be a statistically workable compromise for the 
maximization of a technically realistic time window on MHF. A typical AFM recording of 
the mechanical activity at the PN region of the cell is presented in figure 1C. The 
displacement of the cell surface is obtained from the deflection of the AFM probe (y-axis) 
as a function of time (x-axis). Such result shows that cell membrane fluctuates within some 
tens of nanometers. Furthermore, these height variations persistently recur on a time scale 
ranging from few seconds to about one minute. In opposition, records on the Petri dish 
surface, as exemplified by the curve in figure ID, do not show any significant motions. 
This sharp contrast between these two curves confirm that the observed motions over live 
cells are a reflect of their the intrinsic activity and do not originate from the Petri dish 
surface or instrumental noises.
Influence of distinct motile state and morphological features on cell’s membrane 
fluctuations
The above observations on the presence of nanometric MHF, on cultured GM cells, 
raise the possibility to use these motions as markers of specific sub-cellular morphological 
features as well as indicators of the intra-cellular mechanical activities. AFM was 
previously used on fibroblasts by Szabo et al. to evaluate amplitudes and rates of 
membrane height variations in relation to cell edges stability (8). These quantitative NMHF 
characteristics were extracted using height-height correlation functions to demonstrate 
evidences of decreased NMHF activity on cell edges of lesser velocity. Using this 
analytical method, we proposed to describe NMHF according to GM cells motility. 
Motility was controlled by the extent of cell culture confluence or by serum deprivation, 
both conditions having the potential to stop cell motility. In the attempt to resolved specific 
NMHF signatures patterning to distinctive cellular localisation, PN region o f the cell was 
compared to the ruffles enriched LE region of the cells. The probing of the later area was 
maximized by positioning the tip a little distance ahead of the advancing lamellipodium 
until the latter comes in contact with the tip and crawled under it. Such recording is
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Figure 2: Amplitude and rate of NMHF in relation to morphological features and cell 
states. The AFM curves presented in (A) and (B) are typical results obtained when probing 
for NMHF over the LE and the PN regions of the cell, respectively. The corresponding 
height-height correlation spectra of these AFM curves are shown in (C). The general 
amplitude of the NMHF is given by the saturation value of the spectra. The slope of the 
linear portion at the beginning of the spectra evaluates the fluctuation rate of the MHF. 
Compilations of such amplitudes and rates, for the different cellular regions and cell culture 
conditions, are present in the box-plotting diagrams in (D). This encompasses results from 
the LE (n=64) and PN (n=79) regions o f motile cells, as well as those from the PN region 
of confluent cells either in the presence (Conf PN) (n=121) or in the absence of serum 
(Conf PN starv) (n=49). Results provided by the Petri dish surface (n=37) are also shown. 
Probabilities of non-significant differences are given in relation to the PN region (ns: non 
significant, 4»: significantly different to all other conditions (p<0.001)).
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presented in figure 2A. The flat portions, at the left of the curve, correspond to the Petri 
dish surface. However, within the first minute, moving structures of the cells begin to touch 
and deflect the cantilever. These motions have large amplitudes and will persist for the 
duration of the monitoring which is not sufficient in length to let the tip probe regions 
situated significantly behind the LE. In opposition, as shown in figure 2B, cell fluctuations 
recorded at PN region, present visually smaller amplitudes. Further details on the overall 
amplitude and rate of these cell height variations, were quantified by height-height 
correlation analysis.
Figure 2C reports the respective height-height correlation spectra from the LE and 
PN curves shown in figure 2A and 2B. These graphs represent the evolution of the average 
height variations as a function of time from any points along the curves. The height o f the 
spectra saturation indicates the general amplitude of the variations. Additionally, the slope 
of the linear portion, at the left of spectra, provides an estimate o f the speed, or rate, at 
which these height variations occurred. These two parameters were used to quantify and 
compare the extent of mechanical activity with respect to cellular regions and motile states. 
Compilations of the amplitudes and rates, obtained in different experimental conditions, are 
shown in the box-plot diagrams in figure 2D. When relevant, probabilities of statistically 
significant differences between conditions are given in these diagrams. It should be noted 
that for all experiments probing the cell surface, distribution of the data are significantly 
different from the results obtained on the Petri dish surface. Therefore, the latter, showing 
height fluctuations around a median of 1.9 nm, identify the lowest measurable amplitudes.
Due to the presence of dynamic membrane ruffles over the LE of motile cells, fluctuating 
motions probed at the LE are exhibiting much greater amplitudes in comparison to those 
records at the PN region of the cells, the latter being exempt of such large structures. In 
fact, the medians of both amplitudes and rates o f fluctuations at the LE (28.4 nm, 3.18 
nm/sec) are three times higher than those found on the PN region of motile cells (10.5 nm 
and 0.95 sec). However, no significant differences (p>0.05) in NMHF profiles were found 
between the PN regions of motile and confluent cells. Indeed, when immobilized by high 
density culture, GM U-251 cells show similar NMHF amplitude and fluctuation rate 
distributions with respective medians of 12.6 nm and 1.12 nm/sec which are close to the
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values obtained on motile cells (10.5 nm and 0.95 sec). In opposition, reducing cell activity 
by serum deprivation significantly lowered the median of NMHF amplitudes distribution to 
4.7 nm.
NMHF and pharmacological interferences targeting acto-myosin regulators.
Most reports on shape oscillations of non-muscle cells point toward the involvement 
of acto-myosin activity (8, 17-19, 26, 27, 31). In order to determine the elements 
responsible for the generation of NMHF on GM cells, the effect o f different inhibitors, 
targeting main regulators of myosin II phosphorylation, i.e., MLCK, RocK and MP, were 
investigated (13). Activation of PKC by PMA was also tested for the ability of this drug to 
dissemble actin network at the PN region of GM cells (32, 33). These trials were done on 
the PN region of cells immobilized by confluence in order to ease the positioning of the 
AFM tip and to take advantage of the reduced variances seen in the distributions of the 
height-height correlations results, comparatively to those observed on the same region but 
on motile cells (see figure 2D).
Figure 3 A shows an example of NMHF inhibition induced by PMA. In this instance, 
the cell was probed for 12 min before the injection of PMA (0.5 pM final) in the 
experimental media. The time of this intervention is easily seen from the important 
turbulences in the experimental media induced by the injection. In this graph, the time at 
which PMA was introduced is marked at 12 min. Observation of NMHF inhibition, as seen 
in the AFM curve in figure 3A, is confirmed by height-height correlation spectra (Fig. 3B) 
of the respective curve’s segments, either prior and after PMA injection.
Box-plots presented in figure 3C report the distribution of height-height correlation 
values for both amplitudes and rates of NMHF after the addition of the drugs. Probability 
of no significant differences is given in relation to the results obtained at the PN of 
confluent cells without treatment (Ctl) (medians: amplitude, 12.6 nm and rate, 1.12 
nm/sec). As predicted by the example in figure 3A and spectra in figure 3B, PMA 
significantly reduced both parameters of the fluctuations (medians: amplitude, 1.9 nm and 
rate, 0.29 nm/sec). MLCK inhibition by ML-7 did not significantly affect MHF. However,
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Figure 3: Modulation of NMHF using drug interferences. The curve in (A) present the 
fast inhibitory action of PMA on spontaneous MHF. This record was made over the PN 
region of a confluent cell. The arrow indicates, at 12 minutes, the moments at which the 
drug was injected in the experimental media. Height-height correlation function applied 
this curve is given in (B) respectively for the segments of the curve either before or after 
the injection. These spectra allow quantitative appreciation of the reduced NMHF 
amplitude and rate caused the action of PMA. The box-plots in (C) present the distributions 
of NMHF amplitudes and rates in the presence of PMA (n=22), ML-7 (n=46), Y-27632 
(n=36) or Calyculin A (Cal) (n=37). The latter is shown on separated scales for better 
visualisation. Probability of non-significant differences is given in relation to untreated 
cells (Ctl). (ns: non significant).
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impairment of RocK activity by Y-27632 treatment strongly reduced medians of NMHF 
amplitudes and rates to 3.8 nm and 0.35 nm/sec, respectively. Moreover, elevated myosin 
phosphorylation, trough MP inhibition by Calyculin A treatment (Cal), leads to a marked 
increase in cell mechanical activity, rising median amplitudes and median rates o f the 
NMHF to 66 nm and 8.52 nm/sec, respectively.
Periodicity of cell membrane oscillations
In the previous results, the amplitudes o f the motions principally characterized 
NMHF profiles. However, from the fluctuating nature of the recorded AFM curves, it is 
possible that some periodicity could be identified in the cell signal. In this eventuality, the 
nature and the extent of the temporal coherence present in NMHF would be a valuable 
marker of the cell activity. Time resolve analysis of cell edges extension and retraction 
cycles has previously consented the identification of RhoA, Rock, MLCK et extra-cellular 
calcium as molecular elements capable to influence the period of myosin contraction (17, 
18, 26). In an interesting manner, Pelling et al., have demonstrated, on the dorsal 
membrane of fibroblasts, that periodic components can be identified in AFM records of 
NMHF (6). Using Fourier Transform (FT) from ACF of the AFM results, they were able to 
extract the most relevant periodic events in NMHF from fibroblasts. Such analysis was 
used to evaluate the influence of different drugs on the characteristics of cellular motions. 
Base on their works and from the appreciable length of the recording time used in the 
present study, we have developed a method to impose a threshold to the relevance of any 
periodic events buried in the cellular mechanical signals of glioblastoma. The preliminary 
assumption was that the relevance of any frequencial component detected in the AFM 
curves, would only be substantial if a certain number of repeatitions could be observed. For 
example, during a 10 min record, a event having a periodicity of 1 minute, could be seen to 
a maximum of ten times. From this argument, oscillatory component with a periods 
superior to 1 minute were considered irrelevant in view of the present recording time.
FFT applied to ACF reduce the weight o f noisy patterns in comparison to FFT 
directly applied over raw data (6). However, the qualitative aspect o f the ACF spectrum 
also provides an overview of the periodic patterns eventually present in a signal. If the ACF
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is decreasing smoothly and periodically, a well defines periodic event is most likely to be 
present and its relevance can be estimated by the height of the first peak of the spectrum. 
This attribute of ACF, in conjunction with frequencial filtering of the cell signal, was used 
to compose the analytical method presented here. The protocol is resinned in figure 4 and 
comprise: 1) incrimination of high pass filter cut-off on NMHF curves to reduce the weight 
of low-frequency components; 2) the application of ACF on these filtered curves to 
evaluate the persistence of eventual repeats in a given frequency range; 3) extraction of 
outstanding frequencies by applying a FFT on the ACF presenting the greatest frequential 
coherence above a defined threshold of significantly.
At first, 4th order Butterworth high-pass filters, with increasing period cut-offs 
ranging from 5 sec to 60 sec, were applied to the AFM data. A 3-D compilation of these 
filtered curves is presented in figure 4A. This graph shows the frequential filtering of a 
single NMHF curve recorded at the PN region of a confluent cell. The x-axis present the 
recording time, the y-axis, the cut-off periods at which the curves were filtered and, the z- 
axis, the amplitude of the filtered curves. Each of these filtered curves was then assessed by 
ACF for constancy of eventual repeats. Examples of two ACF spectra, for the curves 
filtered respectively with a 18 sec and a 30 sec cut-off, are given in figure 4B. These 
spectra present normalized ACF correlation values (Cn(x)) as a function of the lag time (t). 
Visually, if the general profile of the spectrum shows a well-defined sinusoidal oscillation 
decreasing smoothly in time, it indicates that the specific filtered segment is most likely to 
contain a predominant frequency (6). This is observed in ACF spectrum from the 30 sec 
cut-off filter, in opposition to the spectrum from the 18 sec cut-off. Quantitative evaluation 
of frequential coherence in the filtered NMHF is taken from the height of the first ACF 
peak, which is marked on the corresponding spectra by “H” (high correlation) or “L” (low 
correlation). The graph in figure 4C reports the compilation of these ACF values against the 
cut-off of all the filtered curves shown in figure 4A. The significant threshold was set at 0.2 
of correlation (C„(t)). If peak values from ACF are standing above this threshold, a FFT is 
applied on the most relevant ACF, using a flat top window. The FT spectrum of the ACF 
from the curve filtered with a 30 sec cut-off is given in figure 4D. The period of the higher 
outstanding peak is taken as representative of the most relevant oscillation found in the 
NMHF curves as recorded by the AFM.
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Figure 4: Frequency analysis of cell membrane oscillation. To evaluate the presence of 
eventual relevant periods of oscillation buried in the cellular signal, AFM curves were 
processed by the fallowing procedures. 3D graph in (A) shows an example o f an AFM 
curve decomposed by a series of high-pass filters of increasing period cut-offs ranging from 
5 to 60 sec. Each of these filtered curves was then separately submitted to ACF. Examples 
of these ACF spectra are shown in (B) for a cut-off of 18 sec (L: low correlation) and 30 
sec (H: high correlation). The height of the first ACF peak, on the whole range of filtered 
curves was subsequently reported on a graph in respect to their period cut-off (C). For 
better comprehension, “L” and “H” values have been reported on this graph as shown by 
the arrows. The ACF of highest frequential coherence above the significant threshold o f 0.2 
C„(t), was then analysed by a FFT presented in (D). In this exemple, this ACF corresponds, 
as also shown by the arrows, to the one from the 30 sec cut off. The frequency, or period, of 
the highest outstanding peak in this FT spectrum is taken as the most relevant oscillation, as 
indicated by the grey cercle.
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The above procedure was used to analyse AFM curves obtained in the different 
experimental conditions that are presented in the previous sections o f this study. 
Histograms, in figure 5, present the distribution o f relevant periodicity found in MHF. In 
every graph, the first bin report the number of curves for which no particular frequencies 
where determined. The percentage of these curves, in relation to the total number of 
recorded curves in this condition, is marked above these bins. As presented above, NMHF 
amplitudes are not significantly different when probed over the PN region of motile or 
confluent cells (fig. 2E). However, temporal analysis o f NMHF from immobilized cells 
reveal an important increase the frequential coherence of the signal comparatively to motile 
cells. This is shown, in the histograms, by the percentage of curves demonstrating periodic 
oscillations. Of interest, when present, NMHF periodicities are similar when comparing 
motile or confluent cells. The signal from the PN region of confluent cells present a small 
variance in the oscillatory periods, with a median of 21.2 sec. Conversely, LE region of 
motile cells exhibits a larger distribution of periodic components. When view as bimodal, 
this distribution shows two populations of periods around 8 sec and 20 sec, respectively.
As expected, periodic oscillations where hardly detected in the histograms from 
conditions presenting NMHF of small amplitudes i.e. starved cells and cells treated with Y- 
27632 or PMA (fig. 2E and 3C). Histograms in figure 5 also show that the addition of ML- 
7 had only a marginal impact on NMHF amplitude with a slight decrease o f the oscillatory 
periods (median: 13.9 sec). This is accompanied with the broadening of the distribution, 
comparatively to untreated cells. Finally, Calyculin A treatment also significantly reduces 
the period of the oscillations to a median of 8 sec. However in this case, the distribution is 
much narrower. These results show that temporal analysis is meaningfiil complement to the 
height-height correlations analysis, by providing more details on NMHF in relation to 
distinct cellular states or morphological features.
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Figure 5: Distributions of relevant oscillatory periods from different experimental 
conditions. Relevant periods of oscillation were compiled accordingly to morphological 
features, cell states and drugs treatments. For each experimental condition, the number o f 
AFM curves, that failed to reveal a significant periodic component, is given by first bin in 
the respective histograms. Their percentage, over the total number of recorded NMHF 
curves, is shown above these bins.
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DISCUSSION
Glioblastoma cells have the particularity to efficiently infiltrate an extra-cellular 
matrix particularly compacted and unfavourable to migration (34). This ability relay on an 
intensive use of myosin contraction, in order to squeeze the cell body trough interstices 
smaller then the diameter of their nucleus (14). On these motile cells, the importance of 
contraction and adhesion is reflected, in 2-D culture, by a well spread morphology with a 
great number of stress fibres linking adhesion sites and a dynamic lamellipodium showing 
membrane ruffles activity (32, 33). Various suspended cells are known to exhibit 
spontaneous shape oscillations (16, 20, 24, 25). Most of these cells, like lymphoma cells, 
macrophages and monocytes typically move through the polymerization and the 
contraction of a homogeneous actin gel. Conversely, cells exhibiting mesemchymal 
locomotion type, like GM cells, present more elaborated cytoskeleton with spatially define 
actin structures (15). In fibroblasts, a common cell model of this type of motility, periodic 
cycles of contractions and relaxations were observed at the LE (17, 18, 21, 26). However, 
away from cell margins and further back on the cell body, the possibility of such time 
regulated mechanical events, relaying on acto-myosin contraction, is still unknown. 
Understanding the mechanisms governing contractions around the nucleus is particularly 
important from their proven crucial contribution to GM cells invasion in organotypic 
cultures (14). Unfortunately, vertical motions over the cell body are technically difficult to 
probe.
NMHF were previously observed on fibroblasts using AFM, which allowed the 
characterization of these motions in term of their amplitude (8) as well as their frequential 
components (6). These two pioneer studies reported motions of less then a few tens of 
nanometers in heights with oscillation periods ranging around 2 and 35 sec. From these 
results, an initial argument in the elaboration of the present protocol was to define a 
suitable recording time window. This was important for the appropriate quantification of 
general fluctuation’s amplitude and even more crucial for significant analysis o f the 
oscillatory signatures present on MHF. Due to their great velocity o f GM cells on Petri 
dish’s surface, records larger then 10 min were difficult. Previous literature, report periodic 
membrane fluctuations every minute or less (6, 17, 18, 21, 26, 35). Base on these values,
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NMHF curves of 10 min would make possible the observation of a significant number of 
repeats if periodic mechanical events were present in the signal. In fact, over the PN region 
of untreated confluent cells, the most relevant oscillatory period contain in the NMHF was 
situated around 21 sec (fig. 5), allowing the possibility to identified as much as 29 repeats 
of this particular component in the 10 min records. As an experimental control, the 
absences of any significant fluctuations over the Petri dish surface (fig. ID) assure that 
these motions originate from intra-cellular events and not from experimental noises. In 
opposition, probing of the LE revealed the greatest motions recordable over the cells 
surface.
Membrane ruffles, over the lamellipodium, are extremely thin structures reaching 
several pm in height with a periodic appearance every 1 min or less (36). At the LE of 
motile GM cells, AFM results show amplitude around 28 nm (fig. 2D), a value largely 
below what would have been expected from optical and electron microscopy observations. 
The reduced height, as given by AFM measurements, suggests that ruffles are most 
probably affected by the constrains imposed by the probe. Accordingly, in opposition to 
results from the PN region, analysis of LE motions showed spread distributions o f both 
amplitudes (fig. 2D) and oscillation periods (fig. 5). These disparities might indeed 
originate from complex mechanical events caused by the bending of ruffles when 
attempting to probe this region with a physiacal contact. Beside these considerations, LE 
shows a general three-fold increase in NMHF amplitude, in comparison to the PN region of 
the cells. Still, this contrast validates the capacity of the technique to resolve different 
cellular morphological features.
Over the PN region of the cells, height-height correlation analysis did not revealed, 
any significant difference in NMHF amplitudes or rates when comparing motile and 
confluent cells (fig. 2D). However, frequencial analysis show that periodic motions are 
more easily resolved when cells are brought to confluence and immobilized (fig. 5). There 
are several potential explanations for these observations. It is possible, on motile cells, that 
dynamic regulation of myosin activity and intense actin cytoskeleton remodelling prevent 
significant record of steady and coordinated motions in time. Also, due to their 
displacement, membrane tension on motile cells is likely to present important variations,
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which can alter the transmission of intra-cellular forces to the AFM probe. Finally, whole 
cell displacements under the tip also increase the chances to perturb NMHF records of 
intra-cellular contractions. Reasonably, if these actions are interfering, cells immobilization 
will decrease their prevalence. These arguments might explain why the frequential 
coherence of the signal is decreased on motile cells (fig. 5), while the apparent NMHF 
amplitude is not significantly affected (fig. 2D).
An important fundamental question, rising from the observation of NMHF on the 
dorsal surface of GM cells, is the identification of the elements responsible for the 
generation and the maintenance of these motions. In a primarily attempt to address this 
issue was to test the influences of intra cellular activities by mean of serum deprivation. 
Lowerig serum concentration was shown to reduced cell motility (37) and hamper stress 
fibres contraction in fibroblasts (38). Accordingly, in this condition, GM cell are immobile 
and show only weak NMHF amplitudes (fig. 2D). The observation of reduced MHF, when 
cells are starved, point toward the involvement of active cellular process for the induction 
of these mechanical motions. To investigate the possibility that NMHF are generated by 
acto-myosin mediated contraction, we used PMA in order to reorganized the actin 
cytoskeleton. Pharmacological over activation of PKC is known to result in an increased 
cell motility together with stress fibres disassembling while F-actin activity at the LE is 
maintained (32, 33, 39). Following PMA injection, the particularly strong NMHF inhibition 
observed on the PN region (fig. 3C) indicates that the presence of contractile acto-myosin 
elements is essential for the generation of membrane motions over this area of the cells. 
Noteworthy, it also provides an evaluation of PN membrane motions when acto-myosin 
structures are absent under the probe. In fact, this inhibition is so potent that these values 
are closely approaching those recorded on the Petri dish surface (fig. 2D). From these 
observations we directed our experiments more closely toward myosin involvement. Drug- 
induced interferences on acto-myosin contractions were shown to inhibit shape oscillations 
on fibroblasts (17-19, 21, 26, 27). In the present study, pharmacological inhibition was also 
demonstrated to be a valuable tool to delineate the implication of myosin in the generation 
of NMHF over the GM cell body. RocK and MLCK are the most widely documented 
regulators of acto-myosin activity (13). From our observations (fig. 3C), a key implication 
of RocK was demonstrated for the generation of NMHF over the PN region, while MLCK
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inhibition did not significantly alter their amplitude and only had a mild effect on their 
frequential coherence. Over the cell body of confluent GM cells, NMHF oscillatory 
components were identified with a periodicity of «21 sec (fig. 5). This value is similar to 
the reported 20-24 sec MLCK dependant periodic contractions on fibroblast protrusions 
(21, 26). In these cells, RocK activity was shown to be concentrated in the cell body 
whereas MLCK mediated myosin phosphorylation was restrained to the LE (29). To our 
knowledge, the only observations of periodic membrane fluctuations based strictly on 
RocK activity were made on fibroblasts during the early spreading phase (21) or after 
microtubules disruptions (17). From the present results on GM cells, it is shown that RocK 
activity can contribute to the generation of spontaneous periodic contractions over the cell 
body of spread cells. This is directly in accordance with previous results demonstrating that 
RocK activity is necessary for the contraction of GM cell body and their movement within 
the brain (14). To further scrutinized myosin involvement in the production of NMHF and 
to validate the possibility of stimulating these motions, we tested the effect of Calyculin A. 
This myosin phosphatases inhibitor maintains myosin to a high degree of phosphorylation, 
resulting in an important increase in cellular contraction (40). This drug leaded, not only to 
a drastic increased in NMHF amplitude (fig. 3C), but also to an unambiguous shortening of 
the membrane oscillations period (fig. 5). Attractively, it appeared that different 
characteristics of NMHF can be precisely and intensively controlled by experimental 
interferences. This enlarges the opportunities for the investigation of a wild range of 
proteins involved in the regulation of the cellular contraction and motility.
The concept of mechanical oscillatory events on non-muscular cells is only 
emerging in cell physiology. It is, however, commonly accepted that these motions 
originate from acto-myosin contraction. It was postulated that cycles o f protrusion 
extension and retraction could be produced by either periodical ruptures in the actin 
filaments as a result contractile stress (31) or intra-cellular calcium concentration 
oscillation allowing transient and repeated MLCK activation (18, 27). Related to the 
present results, periodic Rock activation was also suggested to relay on RhoGAP shuttling 
between the membrane and the cytoplasm (17) but further studies will be needed to 
substantiate these assumptions.
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Taking together, the presented results show that NMHF on GM cells are associated 
to acto-myosin activity and that these motions can be examined to delineate the respective 
contributions of myosin regulators to the spatio-temporal orchestration of intra-cellular 
contraction. It emerged that RocK activity is predominant and essential for NMHF from 
GM cell body, and this is in accordance with its crucial implication for effective GM 
invasion within brain tissues (14). The experimental design and the proposed signal 
analysis described here are valuable tools for cell physiology research, providing a new 
observation window for real-time quantification of dynamic mechanical processes 
governing cellular motions and motility.
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DISCUSSION
Les principes moléculaires de la motilité qui gouvernent l’adhésion et la contraction 
cellulaire reposent inévitablement sur des forces et sur la génération de mouvements. 
Cependant, la caractérisation de ces paramètres biomécaniques a longtemps été impossible 
à cause des dimensions extrêmement réduites qui les définissent physiquement. Un des 
objectifs principaux du laboratoire du Dr Grandbois est de développer les nanotechnologies 
vers des applications innovatrices en recherche de la santé. Tel qu’il apparaît dans cette 
thèse, la compréhension de l’aspect biomécanique de l’adhésion et de la contraction 
cellulaires peut profiter avantageusement d’une investigation expérimentale à l’échelle sub­
cellulaire ou même moléculaire. L’utilisation que nous avons fait de l’AFS a en effet 
permis de jeter un regard nouveau, et d’une grande précision, sur divers éléments liés 
directement à des problématiques physiologiques réelles.
L’étude de l’interaction du HA avec les cristaux COM a démontré sa dépendance 
envers un arrangement atomique particulier à la surface des cristaux, des résultats qui ont 
permis d’expliquer le mécanisme d’action de certaines conditions affectant le processus de 
formation des néphrolithiases tubulaires. Fort de cette expertise dans l’élaboration et à 
l’utilisation des pointes AFS décorées de HA, nous nous sommes ensuite orientés à 
caractériser le profil mécanique de l’interaction HA/CD44 dans une optique de traction et 
de migration cellulaires. Nous avons confirmé que les GM possèdent un potentiel de 
régulation de l’interaction bio-mécanique de la cellule avec le HA, et ce, de manière qui 
pourrait se montrer favorable à la motilité. Enfin, l’observation de fluctuations persistantes, 
d’une hauteur de quelques nanomètres sur la surface de GM adhérents a permis d’explorer 
avec une grande précision, les mécanismes régulant la contraction cellulaire.
129
1. INTERACTION DES POINTES DE HA 
AVEC LA SURFACE DES CRISTAUX COM
1.1 CONSIDÉRATIONS RELATIVES À L’ÉLABORATION 
ET À LA MANIPULATION DES POINTES DE HA
Un objectif préliminaire et indispensable était de lier le HA de façon covalente sur 
les pointes AFS ainsi que d’acquérir une certaine expertise sur la manipulation de ces 
pointes. L’utilisation simultanée de N-hydroxysuccinimide (NHS) et de N-(3- 
dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC) est fréquemment utilisée pour activer 
les groupements carboxyliques de polysaccharides anioniques et les lier aux amines des 
pointes silanisées (GRANDBOIS et al., 1999; DETTMANN et al., 2000; MITCHELL et 
al., 2007; MITCHELL et a l, 2008). Cependant, j ’ai observé que l’incubation de HA dans 
une solution contenant ces agents induit sa polymérisation et conduit rapidement à la 
création d’un gel. Lorsqu’un polysaccharide anionique est utilisé pour créer un espaceur 
entre les pointes et des protéines d’intérêts, tel que des lectines (DETTMANN et a l,  2000) 
ou de la fibronectine (MITCHELL et al., 2007; MITCHELL et al., 2008), cette 
polymérisation n’a pas de conséquences néfastes et l’emploi combiné de NHS et de EDC 
permet même de faciliter la fixation subséquente de ces protéines sur le polysaccharide. Le 
HA assumant à la fois les fonctions d’espaceur et de ligand, une perte de son intégrité 
biochimique ne pouvait donc être tolérée. Pour fixer le HA, j ’ai ainsi écarté le NHS pour ne 
garder que le EDC. Les résultats se sont montrés satisfaisants, bien que l’addition de NHS 
augmente fortement la densité de HA sur la pointe.
Lors des expériences AFS utilisant des pointes modifiées, la force de contact de la 
pointe avec la surface est une variable importante qui doit être minimisée pour limiter de 
générer une mécanotranduction en réponse au mouvement de la pointe. Se faisant il sera 
possible de minimiser la probabilité d’interactions non induites par compression mécanique 
des molécules. Cela est d’autant important que l’intégrité de la construction moléculaire à 
la surface des pointes ne doit pas être endommager. Sur une surface cellulaire, une seule 
approche des pointes de HA faite de manière trop brutale peut irréversiblement les altérer. 
Or, pour confronter le protocole d’attachement du HA aux pointes et maîtriser l’approche
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expérimentale de ces pointes, un système plus simple et plus stable, tel la surface des 
cristaux COM, a été préconisée sur les cellules vivantes.
1.2 LA LIAISON DU HA AUX CRISTAUX COM :
UNE QUESTION DE CHARGES DE SURFACE
Il a été démontré qu’w vivo l’expression du CD44 conduit à la formation d’une 
matrice péri-cellulaire riche en HA qui contribue directement à la rétention des cristaux 
COM (ASSELMAN et al., 2003). Bien que l’importance de l’interaction du HA avec ces 
cristaux soit également appuyée par les résultats d’expérimentations in vitro (FINLAYSON 
et REID, 1978; LIESKE et a l, 1996a; ASSELMAN et al., 2003; VERKOELEN et 
VERHULST, 2007), les mécanismes moléculaires responsables de cette association n’ont 
pas encore été définis. Une meilleure compréhension de ces phénomènes contribuerait à 
diriger de manière plus efficace la prévention et le traitement des néphrolithiases tubulaires. 
Cela pourrait aussi ouvrir la voie à l’élaboration d’inhibiteurs pharmacologiques hautement 
puissants pouvant réduire la rétention des cristaux COM en interférant avec leur potentiel 
d’interaction avec le HA de l’urothélium. L’intérêt qui réside dans la caractérisation des 
mécanismes d’association entre ce polysaccharide anionique et la surface des cristaux 
COM a probablement été pressenti par Sheng et al. (SHENG et a l, 2005a). En modifiant 
des pointes AFS avec différents groupements chimiques afin de sonder leur propension à 
interagir avec la surface des cristaux, ces auteurs ont en effet porté une attention 
particulière sur les groupements carboxyliques. L’importance des interactions 
électrostatiques était démontrée par des forces d’interaction significativement supérieures 
lorsque des anions carboxyliques et des cations amidinium étaient approchés de la surface 
des cristaux, comparativement à d’autres groupements neutres ou de charge moindre.
Selon certains auteurs (SHENG et al., 2005a; SHENG et al., 2005b), la stabilité des 
cristaux n’est préservée qu’en présence d’une solution saturée d’oxalate de calcium. Nous 
avons donc commencé à caractériser l’interaction du HA avec les cristaux dans ces 
conditions. Cependant, devant l’observation d’une très faible avidité des cristaux pour le 
HA, nous avons préféré conduire les expérimentations dans un milieu plus favorable à leur 
interaction. Nous avons trouvé qu’une solution physiologique, mimant l’urine, augmentait 
significativement la fréquence des associations moléculaires ainsi que l’amplitude des
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forces nécessaires à leur rupture. Il est possible que le calcium contenu dans l’urine 
artificielle favorise l’association du HA. Il a en effet été démontré que la rétention des 
cristaux COM sur la surface de cellules en culture est dépendante de la concentration de 
Ca2+ en solution avec un maximum d’interaction à 100 mM (LIESKE et a l, 2004; 
RABINOVICH et al., 2008). Les surfaces sont négativement chargées dans des solutions à 
très faible concentration de Ca2+ et que ces charges peuvent s’inverser par une 
augmentation de la concentration de Ca2+ (CURRERI et a l,  1979; CALLEJAS- 
FERNÂNDEZ et a l, 1989). L’urine artifielle contient 10 fois plus de Ca2+ qu’une solution 
saturante d’oxalate de calcium. Il est alors possible que cette différence puisse expliquer la 
plus grande interaction entre le HA et les critaux dans l’urine artificielle. Dans le cas de 
l’eau pure, l’instabilité et la dissolution de cristaux a aussi pu contribuer à empêcher toute 
interaction significative. Il est également rapporté que l’urée seule, à des concentrations 
physiologiques, est suffisante pour abaisser les charges de surface des cristaux
(CALLEJAS-FERNANDEZ et a l, 1993). Cependant, la présence d’autres éléments
contenus dans l’urine artificielle, et principalement le Ca2+, semble voiler cette action 
potentielle de l’urée.
Les résultats des expériences que nous avons conduites sur l’influence de l’acidité 
urinaire et la présence de citrate dans l’interaction du HA avec les cristaux, pointent 
également vers une association électrostatique. Ces éléments sont des facteurs importants 
dans la formation des néphrolithiases (PAK, 1998; PARK, 2007). Toutefois, leur 
contribution respective sont encore mal définie (RODGERS et al, 2006; WHITSON et a l, 
2007). L’action du citrate est principalement considérée comme indirecte, en induisant un 
accroissement du pH urinaire (SAKHAEE et a l, 1983). Il est aussi rapporté qu’il pourrait 
se lier à la surface des cristaux où il interférerait avec leur croissance (SHIRANE et 
KAGAWA, 1993; DE YOREO et a l, 2006) et leur agrégation (KOK et a l, 1990). Il a
également été démontré que le citrate diminue l’association des cristaux COM avec les
cellules épithéliales de la tubulure rénale (LIESKE et a l, 1996a). L’aboutissement de nos 
expériences montre que l’acidité urinaire joue effectivement un rôle important dans 
l’interaction du HA avec les cristaux et qu’un accroissement du pH pourrait avoir un effet 
protecteur contre leur rétention. Dans des conditions physiologiques, l’action inhibitrice du 
citrate est encore plus forte que celle d’une urine alcaline. Ainsi, nous avons montré que
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l’action du citrate peut très probablement être plus directe que ce qui était présupposé. Ces 
résultats soulignent encore une fois le caractère électrostatique des interactions entre le HA 
et les cristaux. Il a été démontré par des études de motilité électrophorétiques qu’une 
solution légèrement acide confère une charge apparente positive à la surface des cristaux 
COM et que celle-ci s’inverse vers des valeurs négatives avec un accroissement du pH 
(CALLEJAS-FERNÂNDEZ et a l,  1989). L’observation qu’une addition de Ca2+ est 
nécessaire pour maintenir une charge constante lorsque le pH est accru, a conduit les 
auteurs à suggérer que la surface des cristaux expose préférentiellement les cations Ca2+ 
dans des conditions acides. Lors le pH augmente, ce sont les groupements carboxyliques 
qui y seraient prédominants. À la concentration que nous avons utilisée, l’effet inhibiteur 
du citrate sur la liaison du HA serait attribuable à la neutralisation des charges positives des 
cristaux à cause de l’adsorption de cette petite molécule anionique sur leurs surfaces 
(CURRERI et al., 1979). Ces conclusions pourraient très probablement expliquer nos 
résultats avec le citrate et le pH de l’urine.
La relation entre les ions Ca2+ de la surface de cristaux et les groupements 
carboxyliques du HA a été appuyée par les résultats que nous avons obtenus en sondant 
deux faces spécifiquement définies des cristaux COM. Les principes de cristallographie 
stipulent qu’il existe une relation directe entre les angles qui définissent la géométrie d’un 
cristal et sa structure interne. Ainsi en connaissant sa structure élémentaire, il est possible 
de déterminer l’arrangement moléculaire de ses différentes faces. Ces dernières sont 
désignées par une indexation de Miller selon leur position dans la géométrie du cristal. Les 
cristaux que nous sommes parvenus à faire croître à une taille suffisante pour pouvoir les 
définir en contrast de phase présentaient deux faces prédominantes soit la face [100] et la 
face [010]. La densité des cations Ca2+ sur ces surfaces est évaluée respectivement à 0.0542 
Ca2+ /À2 et 0.0333 Ca2+ /Â2 (SHENG et al., 2005a; SHENG et al., 2005b). Il est intéressant 
d’observer une relation directe entre la densité de Ca2+ sur ces faces et leur avidité 
respective pour le HA. La face [010] montre effectivement une densité de 61% inférieure à 
celle de la face [100]. Cette différence se reflète proportionellement par un travail de 
désadhésion entre les pointes HA et la face [010] qui est à 56% de la valeur de celle 
obtenue sur la face [100]. Ces résultats sont en accord avec l’observation d’une adhésion 
préférentielle de la face [100] des cristaux COM sur la surface de cellules épithéliales
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(LIESKE et a l, 1996b). Il se pourrait donc que des conditions favorisant la formation de 
faces [100] augmentent le potentiel de rétention tubulaire des cristaux. Il est important de 
noter que les forces de rupture des liens moléculaires du HA avec ces deux faces cristalines 
affichaient une différence de seulement 16%. Ainsi, la densité de Ca2+ influerait sur la 
quantité de liens formés et non sur la force retenant les molécules de HA sur la surface.
Sonder l’affinité de différentes faces cristallines est une entreprise difficile à réaliser 
avec les techniques conventionnelles. Cependant, les résultats AFS présentés dans l’article 
montrent clairement que le HA interagit de manière différentielle selon les faces des 
cristaux COM. Ces observations établissent le potentiel de l’AFM pour effectuer ce type de 
mesures avec la précision spatiale que cela requière. De plus, les résultats expérimentaux se 
sont révélés très probants dans le contexte de la problématique physiologique qui est ici 
adressée.
2. LA RÉGULATION DE LA STABILITÉ MÉCANIQUE DU CD44
Comme nous l’avons vu, la motilité cellulaire de type mésenchymateuse repose 
pour beaucoup sur la coordination spatio-temporelle de l’assemblage et du désassemblage 
des sites d’adhésion ainsi que sur l’orchestration de l’activité de l’acto-myosine dans la 
génération des forces de traction (FRIEDL et WOLF, 2003b; VICENTE-MANZANARES 
et al., 2009). Or, pour que certaines cellules puissent exercer, par l’entremise du CD44, une 
traction sur le HA, il est indispensable que l’association de ces récepteurs au cytosquelette 
d’actine soit suffisante pour soutenir une force significative. L’interaction HA/CD44 est 
fortement impliquée dans les processus invasifs des GM (KUPPNER et a l, 1992; 
MERZAK et a l, 1994; KOOCHEKPOUR et a l, 1995; OKADA et a l ,  1996; 
WIRANOWSKA et a l, 1998; GUNIA et a l, 1999; BREYER et al, 2000; OZ et a l , 2000). 
Les GM sont aussi un modèle cellulaire parfaitement approprié pour l’étude des propriétés 
du CD44 car, contrairement à la majorité des cellules cancéreuses, elles n’expriment de 
manière importante et exclusive que la forme standard du récepteur (LI et a l, 1993; 
NAGASAKA et a l, 1995; BOUTERFA et a l, 1997). L’utilisation de ces cellules prévient 
ainsi l'analyse de résultats impliquant la présence d'isoformes du récepteurs.
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En utilisant les pointes HA pour évaluer par AFS la stabilité mécanique du CD44 
des GM, nous avons relevé plusieurs éléments intéressants. Compte tenu de l’importance 
des charges portées par le HA, des interactions électrostatiques non-spécifiques avec la 
surface cellulaire auraient été probables. Pourtant l’incubation préalable des cellules avec 
du HA en solution ou des anticorps dirigés contre le site de liaison du CD44 a 
complètement aboli le potentiel d’interaction entre les pointes de HA et la membrane des 
cellules. De plus, la désorganisation du réseau d’actine par la Latrunculine a non seulement 
induit une dispersion homogène des CD44 sur la surface cellulaire alors qu’ils étaient 
originalement concentrés dans des puncta de localisation sur les microvillis, mais a 
également suffi pour annihiler tout signe d’interaction des pointes de HA avec la surface 
cellulaire. Cette observation confirme l’importance du cytosquelette dans rétablissement 
d’une affinité significative pour le HA (PERSCHL et a l, 1995; LIU et a l, 1996) et 
supporte la possibilité qu’une disposition spatiale adéquate des récepteurs favorise une 
interaction multivalente le long du polysaccharide.
Le CD44 ne pouvant interagir directement avec le réseau d’actine, cette association 
se fait donc via l’ankyrine (KALOMIRIS et BOURGUIGNON, 1989; LOKESHWAR et 
a l, 1994) ou les protéines de la famille ERM (TSUKITA et al, 1994; THORNE et a l, 
2004). L’importance de ces dernières a été démontrée pour maintenir la localisation 
préférentielle des récepteurs sur des structures morphologiques spécifiques, telles que les 
microvilli du corps cellulaire (TSUKITA et a l, 1994) et le lamellipode du front de 
migration (OKAMOTO et a l, 1999). Nos résultats d’immunofluorescence montrent que 
sur les cellules GM, le CD44 se concentre effectivement sur ces structures. Puisque ces 
éléments contiennent des réseaux d’actine qui présentant d’importantes différences 
organisationnelles et fonctionnelles, nous avons voulu définir leur influence sur le profil 
d’interaction mécanique entre le HA et le CD44. Cependant, nos résultats ne montrent pas 
de différences significatives entre la région apicale et le front de migration, quant aux 
forces nécessaires pour rompre l’interaction entre les HA et les CD44. La distribution de 
ces forces, résultant d’un grand nombre d’expériences, établit les ruptures à 15 pN en 
moyenne, une valeur comparable à ce qui a été rapporté pour d’autres paires de 
reconnaissance moléculaire impliquant des protéines et des polysaccharides (DETTMANN 
et a l , 2000).
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Toutefois, dans nos expériences, l’ancrage des récepteurs à la surface cellulaire 
n’a montré que très peu de résistance à l’exercice d’une force de traction sur le HA. 
Tel qu’illustré par la micrographie en figure 11, toucher à la cellule trop fortement, 
avant de la séparer de la surface, engendre la création de filaments et la déposition de 
matériel sur les pointes. Ces extensions membranaires peuvent compliquer l’observation 
de la rupture finale de toute interaction entre la pointe et la surface cellulaire. Dans ce 
contexte, cette rupture n’est pas observable et un déplacement manuel de la pointe devait 
être fait pour la libérer de ces filaments.
Figure 11 : Extensions membranaires induites par une force de traction sur 
l’interaction HA/CD44. Les GM U-373 ont été incubées en présence du marqueur 
lipidique, DIOC6, afin de permettre l’observation de la membrane plasmique par 
microscopie à épifluorescence. Sur cette image la pointe de l’AFM est indiqué par 
l’astérisque. Telle que montré par la flèche, la rétraction de la pointe de HA, après contact 
avec la surface cellulaire, a conduit à l’apparition de fins filaments membranaires qui 
maintiennent, sur de grandes distances, la connexion avec la pointe et la cellule. La 
fluorescence qui est observée sur la pointe indique aussi un potentiel de contamination par 
des portions arraché à la membrane. Barre : 20 pm.
L’induction d’extensions membranaires se reflète dans les courbes de force- 
élongation par la présence de plateaux qui persistent sur plusieurs micromètres avant que la 
pointe s’en libère. Ainsi, la seule différence notoire entre la région apicale et le front de 
migration est une plus grande occurrence, dans la première localisation cellulaire, des 
forces situées entre 25 et 50 pN. Ces valeurs sont associées à la rupture des plateaux et sont
136
d’amplitudes similaires à ce qui a été observé suite à une association non-spécifique entre la 
pointe et la surface cellulaire (SUN et a l, 2005; CUERRIER et a l, 2009b). Ces résultats 
indiquent donc que les récepteurs situés au lamellipode résistent d’avantage aux forces de 
traction et à l’induction de déformations membranaires. Si tel est le cas, cela signifie que le 
front de migration présente un potentiel supérieur à déplacer le HA lors de la progression 
de la cellule au travers de la MEC. Toutefois, afin de faciliter la prise des mesures, nous 
avons cherché à augmenter artificiellement la résistance de la membrane à la déformation.
Une surexpression des PKC est observée chez les GM et pourrait intervenir dans les 
processus d’invasion qui les caractérisent (MARTIN et HUSSAINI, 2005). L’action des 
PKC pourrait potentiellement moduler la stabilité mécanique du CD44. Les PKC peuvent 
phosphoryler le domaine cytoplasmique du récepteur et ainsi induire son association avec 
l’ankyrine (KALOMIRIS et BOURGUIGNON, 1989). Elles ont aussi la capacité de 
moduler l’interaction du CD44 avec les protéines ERM (THORNE et a l, 2004). Une 
stimulation des PKC par le TPA (un analogue du PMA) avait déjà été rapportée pour 
modifier la distribution spatiale des CD44 sur la surface de GM, et ce, en concordance avec 
les changements que ce traitement impose sur la structure du cytosquelette (OKAMOTO et 
a l, 1999). Comme nous l’avons montré, le PMA cause effectivement la dissolution de 
l’actine corticale et des fibres de stress pour ne préserver que le réseau d’actine du LE où le 
CD44 se retrouve alors concentré. De manière cohérente, nous avons alors observé que la 
région apicale n’est plus en mesure d’interagir avec les pointes HA. Le lamellipode 
conserve toutefois une forte avidité pour les pointes et la force de rupture de la 
reconnaissance moléculaire entre le HA et le CD44 demeure sensiblement la même que 
celle mesurée avant la stimulation au PMA. Par contre le récepteur semble plus fermement 
ancré sur le réseau d’actine. Rompre les interactions entre les pointes HA et la surface 
cellulaire ne présente alors plus aucune difficulté. Sur les courbes de rétraction, les ruptures 
finales surviennent sur des distances plus courtes et les plateaux de force constante, qui 
signalent les extensions membranaires, sont maintenant pratiquement inexistants. Ainsi, la 
stimulation des PKC ne modifie pas la force d’interaction entre le HA et le CD44 mais 
module les profils d’interaction mécanique que la cellule pourrait entretenir avec le HA.
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Les résultats de ces expériences suggèrent un potentiel de régulation cellulaire de la 
capacité à exercer des forces de traction sur le HA. Les conséquences de cette 
caractéristique mécanique sur la motilité cellulaire pourraient contribuer à expliquer 
l’enrichissement de HA au pourtour des tumeurs (TOOLE et a l, 1979; BERTRAND et al., 
1992; AUVINEN et a l, 1997; BELLAIL et a l, 2004; TUHKANEN et a l, 2004). De plus, 
la présence exclusive des CD44 sur le lamellipode pourrait fournir certains avantages. 
Premièrement, il est peu probable que cette distribution puisse ralentir la progression de la 
cellule par des adhésions postérieures qui tardent à se rompre. Deuxièmement, la 
présentation polarisée des CD44 vers l’avant de la cellule pourrait élargir le potentiel de 
chemotaxie en affranchissant la cellule de la nécessité que le HA soit présenté par un 
gradient de concentration, comme précédemment observé (OLIFERENKO et a l, 2000). 
Cet rationnel est appuyé par l’observation que le HA augmente la motilité des fibroblastes 
uniquement après stimulation des PKC (HALL et a l, 2001). Finalement, si une force de 
traction peut être appliquée sur l’interaction HA/CD44 afin de faciliter la progression 
cellulaire, l’association de ce récepteur à des structures hautement contractiles, tel que les 
fibres de stress, est improbable et n’a pas encore été répertoriée. Cependant, comme il a été 
expliqué dans l’introduction, le lamellipode présente un mouvement rétrograde d’actine 
juxta-membranaire vers le corps cellulaire. Ainsi, l’association du CD44 à ce réseau 
d’actine en mouvement pourrait consentir au déplacement actif du HA, de l’avant de la 
cellule vers l’arrière. Si tel est le cas, la progression des GM pourrait être facilitée dans une 
MEC qui présente d’important enchevêtrements de ce polysaccharide de haut poid 
moléculaire. À l’appui de cette hypothèse, les micrographies de la figure 12A montrent la 
rencontre d’un lamellipode stimulé au PMA avec une bille recouverte de HA. Dès le 
moment où la bille adhère à la cellule, elle est instantanément déplacée vers l’arrière du 
lamellipode. Une fois sur la région périnucléaire, les mouvements de la bille sont faibles et 
aléatoires, ce qui est en accord avec le fait que dans ces conditions les structures d’actine 
sont absentes à l’arrière du lamellipode.
Peu de temps après la publication de notre article, nous avons cherché à identifier 
une protéine qui pourrait favoriser l’ancrage du CD44 au cytosquelette d’actine suivant la 
stimulation au PMA. Nous ne sommes pas parvenus à détecter la présence de Pankyrine et 
de l’ezrine chez les U-373. Par contre, comme illustré en figure 12B, nous avons trouvé
Moésine Ostéopontine
Figure 12 : Le potentiel de traction du CD44 induit p a r les PKC. Les micrographies de 
contraste de phases présentées en A) montrent la rencontre d’une bille de latex recouverte 
de HA (pointé par la flèche) avec le lamellipode d’une cellule de GM stimulée au PMA. A 
0 sec., la cellule contacte la bille et en moins de 10 sec. la bille est déjà transportée à 
l’arrière du lamellipode. À partir de ce moment les mouvements de la bille sont lents et 
aléatoires. Sur la lamelle la bille montre plus une difliision passive qu’un transport actif, ce 
qui est cohérent avec l’absence de cytosquelette d’actine dans cette région après le 
traitement au PMA. En B) est présentée la distribution de trois protéines pouvant contribuer 
à ancrer le CD44 sur les réseaux d’actine. Ces images, obtenues par immunofluorescence, 
montrent que la localisation de Merlin n’est pas influencée par l’activation des PKC et 
demeure sensiblement présente au LE. La Moésine localise avec les mêmes structures 
morphologiques que le CD44, peu importe le traitement. A l’état basai on la retrouve sur 
l’actine du LE (voir la flèche) ainsi que sur les microvillis du corps cellulaire (un 
agrandissement de la portion encadrée est présenté pour faciliter l’observation des 
microvillis). Après stimulation la Moésine se concentre dans le noyau mais également au 
LE. Finalement, l’ostéopontine, normalement distribuée de façon diffuse dans le corps 
cellulaire, est amenée à se concentrer au LE suite à l’action du PMA. Barres : 20 pm.
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trois autres protéines d’ancrage au cytosquelette dont la localisation corrèle avec celle du 
CD44. Il avait été montré dans le deuxième article en page 87 de la présente thèse, que le 
CD44 est normalement localisé sur les microvillosités de la surface du corps cellulaire ainsi 
que sur les sturctures d’actine du front de migration. Merlin ne semble pas être présent dans 
les microvillosités et reste plutôt diffus dans le corps cellulaire exception faite du noyau et 
du LE où il se concentre plus fortement. De plus, cette distribution n’est pas influencée par 
le PMA. La présence de Merlin au LE est surprenante compte tenu du fait que son 
association au CD44 empêcherait son ancrage aux filaments d’actine (MORRISON et a i, 
2001; PONTA et al., 2003), ce qui va à l’encontre de nos résultats par AFS. La moésine, 
quant à elle, se localise de la même manière que le CD44, et ce autant avant qu’après le 
traitement au PMA. Il se pourrait donc que cette protéine permette une association basale 
du récepteur à l’actine. De manière particulièrement intéressante, l’ostéopontine (OPN) 
colocalise avec le CD44 mais uniquement après stimulation au PMA. Sinon la distribution 
de l’OPN reste plus ou moins diffuse au niveau du corps cellulaire. Il a été rapporté que 
l’OPN immunoprécipite avec le CD44 et que cette association pourrait servir à stabiliser 
l’ancrage du récepteur sur le cytosquelette d’actine (ZOHAR et al., 2000). Il est donc 
tentant de spéculer que cette protéine puisse effectivement expliquer la plus grande 
résistance du CD44 à la déformation membranaire quand les PKC ont été préalablement 
stimulées. Cette conclusion devra toutefois être appuyée par des méthodes démontrant une 
réelle association entre l’OPN et le CD44.
3. LES FLUCTUATIONS MEMBRANAIRES DES GM : UNE NOUVELLE 
FENÊTRE SUR LA CONTRACTION ET LA MOTILITÉ
En observant plusieurs types cellulaires à locomotion amiboïde, une oscillation 
spontanée de leur contour est perçue, et ce, souvent avec une cohérence fréquentielle 
étonnante (OSTER et ODELL, 1984; SATOH et al., 1985; BORNENS et al., 1989; 
MITTELMAN et a i, 1991; HINZ et a i,  1999; AGERO et al., 2003; BORM et al., 2005; 
COELHO NETO et a i,  2006; MACHACEK et DANUSER, 2006; PIERRES et a i, 2008; 
BARNHART et a i, 2010; BRASEN et a i, 2010). Ces cellules présentent un cytosquelette 
d’une homogénéité structurale qui pourrait vraisemblablement contribuer à produire ces 
mouvements hautement concertés. Du type mésenchymateux, seuls les fibroblastes ont été
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caractérisés pour leur habileté à produire un phénomène similaire. L’analyse des cycles de 
protrusion et de rétraction de leur lamellipode a ouvert la voie à une investigation d’une 
grande finesse sur la dynamique des mécanismes qui gouvernent les processus de 
protrusion et de motilité cellulaire (PLETJUSHKINA et a l,  2001; GIANNONE et al., 
2004; DUBIN-THALER et a l, 2008; COSTIGLIOLA et a l, 2010). Toutefois, la 
contraction des structures d’acto-myosine situées en arrière du front de migration est aussi 
essentielle à la migration pour contracter le corps cellulaire dans des environnements exigus 
(BEADLE et al., 2008). La présence de fibres de stress dans des cultures organotypiques 
suggère un potentiel à appliquer des forces de traction sur les éléments de la MEC 
(CASPANI et al., 2006). La motilité de ces cellules nécessite alors une coordination spatio- 
temporelle d’une grande variété d’unités structurales et fonctionnelles (FRIEDL et WOLF, 
2003b; VICENTE-MANZANARES et al., 2009). D’un point de vue physiopathologique, la 
compréhension des processus d’invasion des GM pourrait largement profiter de recherches 
sur la coordination spatio-temporelle de la contraction, d’autant qu’il a été démontré que 
celle-ci est d’une importance particulière pour leur déplacement dans le SNC (BEADLE et 
al., 2008). Si des fluctuations membranaires d ’amplitude sub-micrométrique sur des 
cellules adhérées ne sont rapportées que pour le lamellipode, cela est dû au plus faible 
pouvoir de résolution des techniques de microscopie conventionnelles dans Taxe optique.
Deux études pionnières avaient déjà fait connaître la possibilité d’enregistrer par 
AFS les mouvements verticaux spontanés du corps cellulaire de fibroblastes (SZABO et 
al., 2002; PELLING et al., 2007). Cependant, bien que les auteurs aient jeté les bases pour 
une analyse spatio-temporelle de l’enregistrement de ces déplacements membranaires, leur 
temps d’enregistrement très limité (< 1 min) ne permet pas une estimation sûre de 
l’amplitude de mouvements membranaires survenant dans une fenêtre temporelle aussi 
étroit. Ce limitation réduisent également l’accès à une analyse fréquentielle. D’autre part, 
l’origine de ces mouvements, ainsi que les éléments moléculaires pouvant les influencer, 
n’avaient pas encore été démontrés à ce jour. En ce sens, l’étude que nous avons réalisée 
présente des méthodes expérimentales et analytiques qui sont innovatrices et qui permettent 
une caractérisation plus approfondie des événements mécaniques en lien avec la contraction 
et la motilité cellulaire.
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À cause de la grande sensibilité de l’AFM aux instabilités thermiques, les mesures 
des mouvements de la surface cellulaire doivent se faire dans une enceinte stable où les 
courants de convection d’origine thermique sont réduits au maximum. Puisque les GM 
supportent mal l’exposition à des températures non physiologiques, un effort significatif a 
été porté pour maximiser la résolution des mesures AFS à 37°C. La recherche de cette 
stabilité à été dirigée par l’enregistrement de courbes sur des plat de Pétri sans cellules. 
Malgré nos efforts, il apparaît que des dérives très lentes, de moins de 1 nm/sec, sont 
encore techniquement impossibles à éliminer dans ces conditions. Toutefois, afin 
d’analyser de manière approfondie les oscillations de la membrane dorsale des GM, une 
correction préliminaire, visant à éliminer ces mouvements, a dû être appliquée. La 
constance de ces dérives instrumentales permet de les discerner facilement des mouvements 
cellulaires qui fluctuent beaucoup plus rapidement. De cette manière, nous avons cherché à 
éliminer les très basses fréquences des enregistrements AFM. Cependant, si ces 
mouvements sont lents, leur persistance se traduit par des variations de hauteur qui peuvent 
être importantes. Puisqu’un filtre fréquentiel est un traitement peu efficace à l’élimination 
des mouvements de grande amplitude, nous avons plutôt appliqué une stratégie basée sur 
une moyenne mouvante. En adoucissant fortement la courbe brute on parvient à ne 
préserver que les mouvements très lents. Ce résultat peut ensuite être soustrait de la courbe 
originale pour redresser les fluctuations autour d’une ligne de base. Cette manipulation 
préliminaire des résultats pourrait éventuellement être contestée. Toutefois, à partir des 
donnés brutes, du résultat de la moyenne mouvante et du produit de la soustraction, la 
comparaison des FT montre que ce type de manipulation est très efficace pour redresser les 
courbes en ne modifiant aucunement le signal cellulaire dans les fenêtres fréquentielles qui 
nous intéressent. Les paramètres utilisés pour la moyenne mouvante permettent : 1) 
l’élimination complète de toutes fréquences inférieures à 0.002 Hz (période > 8 min), 2) de 
maintenir l’intégrité du profil fréquentiel pour des valeurs supérieures à 0.01 Hz (période < 
100 sec), 3) de conserver avec exactitude l’amplitude des fluctuations inférieures à 0.015 
Hz (période < 66 sec). Sur la base de ces observations, il est donc peu probable que cette 
manipulation ait influencé significativement les résultats de l’analyse des enregistrement 
sur cellules puisque nous avions préalablement déterminé que les mouvements d’une 
périodicité supérieure à 60 sec ne seraient pas considérés statistiquement, compte tenu du
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temps d’enregistrement limité à 10 min. De plus, la périodicité des mouvement cellulaire 
ayant caractérisées entre 5 et 30 sec, il est raisonnable de conclure que l’amplitude des 
variations, telle que présentée dans l’article, est une estimation somme toute assez proche 
de la réalité.
L’utilisation des fonctions d’autocorrélation (ACF) avait été proposée par Pelling 
pour réduire le bruit dans les FT des courbes AFS (PELLING et al., 2007). Il demeure que 
les FT renseignent sur l’ensemble des fréquences constituant le signal sans tenir compte de 
leur répétitivité ou leur significativité. Ainsi, un mouvement de grande amplitude qui ne se 
répète qu’une fois et un mouvement de faible amplitude qui se produit de manière 
constante et répétée, se résumeront, sur les spectres d’analyse courants, à deux pics de 
hauteur proportionnelle aux amplitudes ou aux énergies. La méthode d’analyse
fréquentielle que nous avons proposée se base sur le potentiel des fonctions
d’autocorrélation à évaluer la cohérence fréquentielle d’un signal. Puisque les bases 
fréquences, généralement d’amplitudes plus élevées, pèsent lourdement sur les résultats 
donnés par les ACF, nous avons décomposé le signal par une série de filtres en parallèle 
dont la permissivité aux basses fréquences augmente graduellement. L’ACF de chacune de 
ces courbes filtrées permet alors l’évaluation de la cohérence fréquentielle sur la totalité du 
registre temporel en diminuant les biais induits par la variation des amplitudes.
Ces protocoles nous ont permis de démontrer la présence de fluctuations 
membranaires sur des cellules de GM en culture et d’identifier certains des paramètres
biochimiques qui influent sur ces mouvements. L’implication de la myosine dans ces
événements cellulaires a été appuyée par diverses observations. Premièrement, la 
suppression des fluctuations par une déprivation de sérum pointe vers un processus relier au 
niveau d’activité cellulaire. Deuxièmement, la dissolution de l’actine présente au niveau du 
corps cellulaire par un traitement au PMA a également diminué fortement l’amplitude des 
fluctuations. Troisièmement, la swractivation de la myosine par la Calyculine A résulte en 
une forte augmentation de l’amplitude du signal alors que l’inhibition de RocK supprime 
ces mouvements. Ces dernières observations soulignent de manière plus précise la 
contribution potentielle du moteur acto-myosine dans la genèse de ces fluctuations.
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La région peri-nucléaire des GM à confluence montre une périodicité d’oscillation 
particulièrement bien définie avec une distribution de feible variance et une médiane à 21.2 sec. 
Cette valeur est, à quelques secondes près, similaire à celle obtenue pour les cycles de 
rétraction du lamellipode de fibroblastes (GIANNONE et al., 2004; DUBIN-THALER et 
al., 2008). Il avait été observé chez ces cellules que l’action de MLCK est 
préférentiellement située à la périphérie de la cellule alors que RocK est principalement 
activé au centre de la cellule (TOTSUKAWA et a l, 2000). De plus, une diminution de 
l’activité de MLCK résulte en la suppression des fluctuations membranaires au lamellipode 
(GIANNONE et al., 2004; DUBIN-THALER et al., 2008). De manière analogue, nos 
résultats montrent que, sur la région péri-nucléaire des GM, seul RocK semble être 
important dans la production de fluctuation membranaire. L’importance de cette kinase 
dans la contraction du corps cellulaire et l’invasion des gliomes avait déjà été confirmée par 
des cultures 3-D (BEADLE et al., 2008). Les périodes d’oscillation similaires qui peuvent 
être engendrées par MLCK et RocK en des régions distinctes de la cellule est un élément 
intéressant pour la compréhension de l’activité dynamique de ces deux principaux 
régulateurs de la myosine.
Le jumelage de l’analyse de l’amplitude avec l’analyse fréquentielle a démontré un 
potentiel de complémentarité intéressant. Dans certains cas, comme dans la comparaison 
des fluctuations sur les cellules motiles avec des cellules confluentes, aucune différence 
significative n’est observée dans l’amplitude des mouvements. Par contre, la cohérence 
fréquentielle s’est vue de beaucoup diminuée sur les cellules motiles. Il y a plusieurs 
explications possibles à ce phénomène, les plus probables étant üées aux remodelages 
morphologiques et structuraux qui sont beaucoup plus intenses chez une cellule motile 
comparativement à une cellule immobilisée. Les mouvements cellulaires qui sont impliqués 
dans la motilité, tels que la rétraction des portions postérieures de la cellules, peuvent 
modifier de manière importante la tension de la membrane cytoplasmique. Cette dernière 
peut alors passer rapidement entre des états qui sont favorables à la transmission des 
mouvements intra-cellulaires et des états qui ne permettent que la perception d’un signal de 
faible amplitude. Une certaine inconstance dans la cohérence fréquentielle des fluctuations 
est également observable sur des cellules à confluence, lors d’enregistrements de très 
longue durée. Sur ces spectres il est possible d’observer de longues périodes d’activité
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structurée entre-coupés de temps où le mouvement est d’amplitude similaire mais où la 
cohérence s’estompe. Ainsi, il est probable que, sur les cellules motiles, les fenêtres de 
temps où le signal se montre d’amplitude significative soient si étroites qu’il est rarement 
possible d’atteindre le seuil de significativité imposée par le protocole d’analyse 
fréquentielle. Sur les cellules motiles, la nature très dynamique des structures cellulaires 
oppose alors un obstacle à l’investigation, par AFM, des mécanismes qui régulent ces 
mouvements.
Par contre, si la cellule est immobilisé, la pointe AFM parvient à percevoir de 
manière détaillée les mouvements de contraction intra-cellulaire. Il est même possible que 
des conditions expérimentales particulières puissent engendrer des mouvements de plus 
forte amplitude et donc réduire le ratio bruit/signal permettant alors une meilleure 
résolution des événements cellulaires qui leurs sont associés. Dans cette optique, la 
constance du signal sur les cellules immobilisées sera probablement préférée à l’analyse des 
cellules hautement motiles. De plus, l’attachement de molécules d’adhésion sur la pointe 
AFS pourrait induire la formation de structures d’actine contractiles directement sous la 
pointe de l'instrument. Dans ce cas, le potentiel de traction d’un site d’adhésion pourrait 
éventuellement être caractérisé mécaniquement par AFS. L’observation du recrutement de 
protéines structurales ou régulatrices génétiquement marquées d’un rapporteur fluorescent 
pourrait également se faire simultanément avec l’enregistrement des mouvements par AFS. 
La liaison de fibronectine sur la pointe pourrait ainsi permettre de suivre les différentes 
étapes de la formation de FA afin de corréler ces résultats avec le profil de contraction que 
ces structures permettent. Bien que le temps nous ait manqué, nous avions investi une 
certaine somme de travail pour établir un protocole expérimental similaire sur le couple 
HA/CD44. La possibilité que le CD44 puisse exercer des forces de traction n’a pas encore 
été directement démontrée et contrairement aux intégrines qui se lient aux fibres de stress, 
nous ne connaissons pas comment se définissent les structures d’actine qui permettraient 
une action mécanique sur le CD44. Par contre nous savons qu’une application locale de HA 
en solution peut stimuler la polymérisation du cytosquelette d’actine (OLIFERENKO et al., 
2000). Comme présenté en figure 13, nous avons observé qu’un contact prolongé d’une 
pointe HA avec la surface cellulaire de GM conduit à un renforcement de l’adhésion 
accompagné de modifications morphologiques localisées (fig. 13A). De plus, l’incubation
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des gliomes avec des billes recouvertes de HA a confirmé le recrutement de CD44 et 
d’actine (fig. 13B) sous, respectivement, 45% et 33% des billes. Comparativement, moins 
de 5% des billes non fonctionnalisées recrute ces protéines. Sur la base de ces observations, 
il serait intéressant de sonder les événements mécaniques survenant près de la surface 
cellulaire lorsque le HA y est présenté localement.
Cependant, il est difficile d’évaluer les phénomènes de mécano-transduction qui 
peuvent apparaître lors de ces expériences car il est impossible de savoir si les mouvements 
thermiques diminuent ou augmentent la distance de la pointe relativement à la surface du 
plat de Pétri. Ainsi, par exemple, nous ne pouvons pas savoir avec exactitude si la cellule 
tire sur le cantilevier ou si c’est le cantilevier qui s’éloigne tranquillement de la surface. 
Inversement, comme il est difficile de contrôler les forces qui sont appliquées sur la cellules 
il sera probablement très difficile d’enregistrer des réponses cellulaires de manière 
reproductible. Toutefois, par un système de rétrocontrôle il est possible de garder une force 
constante entre la surface de la cellule et la pointe. En ajustant la sensibilité du système il 
sera alors possible de garder la force moyenne autour d’une valeur définie. Ces 
enregistrements peuvent ensuite être associés aux mouvements que l’instrument a exécuté 
pour se maintenir autour des forces spécifiées. Bien que présentant quelques défis, l’analyse 
de tels résultats peut révéler des éléments très intéressants relativement aux manifestations 
mécaniques en lien avec la traction cellulaire, l’induction de structures d’actine ou le 
renforcissement des sites d’adhésion par une tension mécanique.
L’incubation des GM avec des billes de latex recouvertes de HA a confirmé une 
concentration de CD44 et d’actine sous ces billes (fig. 13B). Or, dans l’éventualité qu’une 
traction ne puisse être observée sur l’interaction HA/CD44, les mesures AFS pourraient 
permettre d’enregistrer les signaux mécaniques engendrés par le remaniement de l’actine 
pouvant être induit par la pointe de HA suivant son contact avec la surface cellulaire.
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Figuré 13 : Renforcement de l’adhésion au HA. En A) est présentée une série de 
micrographies en contraste de phase de la périphérie d’une cellule U-373 GM, 
respectivement avant, pendant et après contact avec une pointe HA. La région de cellulaire 
touchée par la pointe est indiquée par les flèches en noir. Après 30 min. la pointe avait très 
fortement adhéré à la surface cellulaire et des signes évidents de la formation d’une 
association étroite sont visibles après son éloignement. Barre : 10 pm. Afin de vérifier un 
possible remaniement de l’actine, les cellules ont été incubées pendant 30 min en présence 
de billes de latex recouverte de HA. Les résultats sont présentés par les micrographies de 
fluorescence en B) où le recrutement de CD44 et la mobilisation d’actine sous ces billes 
sont clairement discernables. Des flèches blanches signalent la présence des billes sur la 
membrane cellulaire. Barres : 4 pm.
CONCLUSION
La motilité cellulaire est d’une importance considérable pour une multitude de 
processus nécessaires à assurer l’homéostasie fonctionnelle et structurale de l’organisme. 
Le déplacement déterminé de cellules individuelles ou le mouvement organisé d’une 
collectivité cellulaire sont des phénomènes qui sont intensément présents durant 
l’embryogenèse. Les dérèglements cytogénétiques qui définissent les cellules cancéreuses 
résultent en des phénotypes hautement prolifératifs et invasifs qui ressemblent à ceux 
observés lors de l’élaboration morphologique du fœtus. Cependant, l’anarchie qui gouverne 
ces cellules malignes engendre d’importantes pathologies dont l’issue est souvent mortelle. 
Devant cette problématique croissante, des efforts considérables ont été réalisés en 
recherche bio-médicale pour interférer sur la proüfération et sur la migration effrénées de 
ces cellules. La motilité cellulaire repose essentiellement sur des interactions mécaniques 
avec la MEC. Ironiquement, l’observation et la caractérisation de la dynamique de ces 
forces commencent seulement à être possibles à l’échelle sub-cellulaire.
La migration de cellules cancéreuses individuelles peut survenir selon deux 
stratégies bien différentes. Fréquemment, tel qu’observé chez les GM, les cellules 
cancéreuses parviennent à se disséminer dans l’organisme en empruntant un mode de 
locomotion mésenchymateux. Cette manière de se mouvoir est, d’une certaine manière, 
plus complexe que le mode amiboïde. Chez les cellules de type mésenchymateux, l’usage 
intensif de l’adhésion cellulaire procure des avantages qui peuvent contribuer à faciliter leur 
migration dans une MEC particulièrement défavorable à la migration. Les sites d’adhésion 
permettent en effet d’appliquer des forces de traction afin de déplacer le corps cellulaire 
mais aussi de remodeler mécaniquement la MEC. Ce potentiel, repose sur l’orchestration 
spatio-temporelle d’une variété d’éléments structurellement définis. Ainsi, le lamellipode 
sera responsable de la génération des forces de protrusion alors que les forces de traction 
prendront naissance à partir de phénomènes situés dans le reste du corps cellulaire. Les 
techniques de microscopie optique ont permis l’observation de contractions dynamiques 
qui accompagnent les processus de protrusion du lamellipode. La caractérisation de ces
148
mouvements permet d’affiner notre compréhension des processus de motilité cellulaire. 
Toutefois, une fine compréhension des principes de traction demande encore 
l’établissement de protocoles expérimentaux basés sur des technologies émergentes en 
physiologie cellulaire. Les travaux présentés dans cette thèse ont donc cherché à 
caractériser, par AFS, le potentiel de traction du CD44 ainsi que les mécanismes de 
contraction du corps cellulaire des GM en culture.
Dans leur milieu natif, l’interaction entre le CD44 et le HA contribue de manière 
importante au pouvoir d’invasion stupéfiant des GM. La possibilité que le CD44 puisse être 
utilisé par la cellule pour transmettre des forces de traction nécessite toutefois que le 
récepteur soit ancré de manière significative sur le cytosquelette d’actine. Au travers de 
notre cheminement expérimental vers l’évaluation de la stabilité mécanique du CD44, deux 
articles ont été publiés. Le premier, portant sur l’interaction du HA avec les cristaux COM, 
a permis la caractérisation de plusieurs éléments importants pour la compréhension des 
mécanismes de rétention des cristaux COM dans la pathologie des néphrolithiases. 
Initialement, ces expériences avaient toutefois pour but de valider une expertise quant à 
l’élaboration, la manipulation et le comportement des pointes HA sur un système plus 
simple que celui offert par la surface de cellules vivantes. Confirmant l’efficacité du 
protocole de modification des pointes AFS, les résultats obtenus ne s’expliquent que si 
l’intégrité électrostatique du HA a été préservée lors de son attachement aux pointes.
En abordant les mesures d’interaction HA/CD44, il est rapidement apparu que 
l’association du récepteur au cytosquelette d ’actine, par l’induction d’extensions 
membranaires, avait vraisemblablement peu d’aptitude à transmettre des forces de traction 
sur la MEC. Cependant, en stimulant les PKC, non seulement la distribution du CD44 à la 
surface cellulaire s’est montrée particulièrement favorable à la migration, mais la stabilité 
du CD44 s’est également trouvée significativement augmentée. La motilité de type 
mésenchymateuse repose sur l’équilibre entre l’assemblage et le désassemblage des 
adhésions pour un mouvement cellulaire effectif. Or, la présence exclusive du CD44 au 
lamellipode, tel qu’induite par le PMA, présenterait plusieurs avantages. Le renforcement 
de l’ancrage du récepteur au cytosquelette du lamellipode, et probablement au flot
149
rétrograde d’actine, pourrait contribuer à l’application d’une force de traction sur le HA. 
Cette disposition faciliterait donc la pénétration des protrusions antérieures au travers de la 
MEC, tout en assurant le glissement du corps cellulaire. Dans cette optique, la dissolution 
du réseau d’actine une fois parvenue sur la lamelle, libérerait le CD44 de son ancrage au 
cytosquelette le rendant alors inapte à maintenir son association avec le HA. Finalement, 
compte tenu de la présentation des CD44 vers l’avant de la cellule, le HA de la MEC 
pourrait stimuler, de manière polarisée, les voies intra-cellulaires pro-migratrices en aval du 
récepteur. Ces observations sur les mécanismes d’invasion des GM proviennent des 
résultats que nous avons obtenus à l’aide de l’AFS. Toutefois, la méthodologie de travail, 
orientée vers l’observation des extensions membranaires, a aussi permis de démontrer le 
potentiel de l’AFS dans la détermination de la stabilité des récepteurs membranaires. Cette 
technique pourrait être appliquée à d’autres molécules d’adhésion afin d’étudier leurs 
mécanismes d’association au cytosquelette d’actine ou aux filaments intermédiaires.
Les GM progressent dans un environnement présentant peu d’espace pour migrer. 
Pour s’immiscer au travers l’enchevêtrement du réseau neuronal, ces cellules doivent 
compresser et déformer leur région nucléaire par une contraction de l’acto-myosine. Divers 
éléments régulent la myosine mais sommairement, il est probable que RocK agisse au 
centre de la cellule laissant alors la régulation des événements de contraction du 
lamellipode sous le contrôle de MLCK. De manière congruente, l’action de RocK est 
essentielle à la compression du corps cellulaire et à la migration des GM. Si les épisodes de 
contraction ont pu être analysés avec précision au front de migration afin de mieux 
comprendre les mécanismes qui en modulent l’orchestration, la dynamique des 
mouvements de l’acto-myosine du corps cellulaire n’a pas encore profité d’une telle 
investigation. En sondant les mouvements verticaux de la membrane dorsale de GM en 
culture, nous sommes parvenus à enregistrer des fluctuations persistantes dans le temps. 
L’analyse de ces déplacements membranaires, conjointement à des interférences 
pharmacologiques, ont permis d’en imputer l’origine à l’action de l’acto-myosine et de 
souligner l’importance de RocK dans le phénomène. D’une manière intrigante, la 
composante fréquentielle prédominante des fluctuations montre une périodicité similaire à 
ce qui avait été précédemment observé pour les cycles de protrusion et de rétraction du
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lamellipode de fibroblastes. Il semblerait donc qu’une coordination temporelle puisse être 
achevée autant par MLCK que par RocK mais en des régions cellulaires respectivement 
bien définies. Toutefois, pour confirmer cette hypothèse, il serait impératif de définir les 
mouvements du lamellipode des GM de la même manière que cela a été fait chez les 
fibroblastes. Pour l’étude des mécanismes d ’adhésion, nous envisageons des opportunités 
particulièrement intéressantes en ce qui a trait aux processus de renforcement mécanique 
des adhésions. Par l’attachement de HA ou de fibronectine à la pointe de l’AFS, il serait 
possible de suivre l’évolution des forces de traction pouvant être transmises, 
respectivement, par les récepteurs CD44 ou les intégrines. De plus, la comparaison des 
résultats obtenus sur ces deux systèmes bio-moléculaires risque de présenter un fort 
contraste puisque contrairement au CD44, les intégrines se rallient à des structures 
hautement contractiles, les fibres de stress.
Globalement, les expériences exposées dans cette thèse ouvrent de nouvelles 
possibilités en biologie cellulaire. Dans un avenir proche, les techniques innovatrices qui y 
sont présentées seront fort probablement amenées à s’enrichir d’une expertise plus 
détaillée, forte de la recherche sur plusieurs systèmes bio-moléculaires, et ce, sur différents 
types cellulaires. Nous croyons toutefois avoir été en mesure d’établir des éléments 
importants pour la conduite de telles expériences et l’interprétation de leurs résultats. De 
plus, nous sommes parvenus à obtenir des informations capitales pour la compréhension de 
la physiologie cellulaire, principalement dans le contexte de la problématique de l’invasion 
des GM.
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